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1. Einleitung




Einleitung

Lysosomotrope Stoffe kdnnen zu Funktionsbeeintridchtigungen von Lysosomen fiihren [1]. Lysosomen
sind unter anderem an der Autophagozytose beteiligt, ein Selbstverdauungsprozess, der einen
entscheidenden Beitrag zur zelluliren Homoostase leistet. Dariiber hinaus kénnen sich Verdnderungen
der Autophagozytoseaktivitit in der Entstehung von Tumoren sowie neurodegenerativen Erkrankungen
und Entziindungen widerspiegeln [2]. Die chronische Entziindung ist dabei eines der Hauptfaktoren fiir
das Auftreten von Erkrankungen wie Psoriasis, rheumatoider Arthritis oder Morbus Crohn, wobei hierbei
eine komplexe Interaktion aller Komponenten des Immunsystems beteiligt ist [3]. Wihrend man
mittlerweile verhidltnisméBig viel iiber die erworbene, spezifische Immunantwort weill, riickt
insbesondere in den letzten Jahren der Fokus immer mehr auf die Erforschung der Funktionen und der
Mechanismen der angeborenen, unspezifischen Immunitét. Dabei spielen sowohl die Makrophagen als
Teil der zelluldren angeborenen Immunantwort eine tragende Rolle als auch der Entziindungsmediator
Interleukin-(IL-)1B ([4]. Bisher ist wenig dariiber bekannt, wie lysosomotrope Stoffe entziindliche
Prozesse in Makrophagen beeinflussen und in wie weit der IL-1 Signalweg hierbei moduliert wird. Somit
besteht ein grofes Interesse daran, diesen komplexen Sachverhalt genauer zu verstehen und so neue
Behandlungsansidtze fiir bestimmte Krankheiten zu finden und mogliche unerwiinschte

Arzneimittelwirkungen schneller zu erkennen.

1.1 Makrophagen

Als professionelle Phagozyten sind Makrophagen Teil des unspezifischen, angeborenen Immunsystems
[5]. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts entdeckte der russische Wissenschaftler Elie Metchnikoff die
Existenz von phagozytierenden Zellen in Froschen, die neben exogenen Pathogenen auch in der Lage
waren, endogene Zelltriimmer und tote Zellen zu eliminieren [6]. Somit war schon sehr frith bekannt,
dass Makrophagen sowohl an der zelluliren Immunabwehr als auch an der zelluldren Homdoostase
beteiligt sind. Die Fahigkeit der Makrophagen, zwischen korpereigen und korperfremd zu unterscheiden,
ist fiir diese Aufgaben sehr entscheidend. 1908 erhielt Metchnikoff dafiir, zusammen mit Paul Ehrlich,
den Nobelpreis [7]. Makrophagen sind nahezu prisent in allen Geweben des menschlichen Korpers und
konnen in gewebsansidssige und rekrutierte Makrophagen unterteilt werden. Die Aufgaben dieser
Zellpopulation sind vielfiltig, neben ihrer phagozytischen Aktivitét prisentieren Makrophagen Antigene,
fungieren als Chemokin- und Zytokinproduzenten, nehmen Teil an der Wundheilung und dem
Wiederaufbau von Gewebe und spielen bei der Tumorentstehung und -bekdmpfung eine Rolle. Welche
Funktionen sie jeweils iibernehmen ist ein Zusammenspiel zahlreicher Faktoren. Zu diesen Faktoren
zdhlen neben ihrer Ontogenese auch ihre lokale Umgebung sowie ein moglicher Kontakt mit endogenen
Stimuli sowie exogenen Pathogene [8]. Eine Verdnderung dieser Faktoren kann somit auch zu einem

Funktionswechsel fiihren.



Einleitung

1.1.1 Ontogenese und Subtypen

Monozyten und Makrophagen zédhlen zu den Leukozyten und somit zu den weillen Blutzellen. Thre
Existenz hingt mit der Himatopoese zusammen, wobei sie aus myeloischen Vorlduferzellen gebildet
werden [9]. Generell findet die Himatopoese im Knochenmark statt, dabei stammen Blutzellen fast
ausschlieBlich aus einer gemeinsamen multipotenten hamatopoetischen Stammzelle (hematopoietic stem
cell, HSC) ab [10]. Die Annahme, dass alle Makrophagentypen aus Monozyten generiert werden
(mononuclear phagocyte system) [11], wurde durch das Konzept der fotalen Vorlauferzellen ersetzt. Man
geht davon aus, dass insbesondere viele Typen der gewebsansédssigen Makrophagen schon vor der Geburt
vorhanden sind und bis ins Erwachsenenalter persistieren, wobei sie nicht durch rekrutierte Makrophagen

ersetzt werden, sondern sich selbst regenerieren [12].

1.1.1.1 Gewebsansassige Makrophagen

Gewebsansissige Makrophagen kommen als erste Instanz in der Immunabwehr an Ort und Stelle sowie
auf Grund ihrer Rolle in der Homoostase so gut wie in allen Gewebearten vor. Dariiber hinaus
interagieren sie mit den anderen Zelltypen des Gewebes, in dem sie sich befinden und besitzen dort
gewebsspezifischen Aufgaben, was in einer extrem groflen Heterogenitit der Zellen resultiert. Sie haben
somit einen groBen Anteil an der Funktionalitit der Gewebearten. Zu den gewebsansissigen
Makrophagen zihlen beispielsweise die Osteoklasten in den Knochen, die Mikrogliazellen im zentralen
Nervensystem (ZNS) oder die Kupfferzellen in der Leber [13]. Die Erkenntnisse iiber die Entwicklung
der gewebsansissigen Makrophagen stammen vor allem aus Studien an Méusen, die zeigen, dass
entsprechende embryonische Vorlduferzellen sich schon vor der Geburt in den jeweiligen Geweben
ansiedeln [14]. Die murine Blutbildung wird zundchst vom Dottersack iibernommen, was auch als
primitive Himatopoese bezeichnet wird. Ab Tag 7 der embryonalen Entwicklung, werden in der Maus
kernhaltige Erythrozyten sowie Makrophagen aus erythromyeloiden Vorlduferzellen (erythromyeloid
precursors, EMPs) gebildet, jedoch keine Lymphozyten. Diese konnen dann ab Tag 8,5-9,5 der murinen
Schwangerschaft in die Gewebe infiltrieren, da ab diesem Zeitpunkt der Blutkreislauf ausgebildet ist,
iiber den sich die Zellen im Embryo verteilen konnen [15]. Die primitive Hamatopoese wird ab Tag 10,5
von der definitiven Himatopoese abgelost, die in der fotalen Leber stattfindet. Zum einen wandern die
im Dottersack gebildeten Zellen in die fétale Leber ein. Zum anderen findet ab diesem Zeitpunkt dort die
Blutbildung aus HSCs statt, die in der Aorta, Gonaden und Mesonephros Region gebildet werden. Aus
den HSCs konnen alle Typen hdmatopoetischer Zellen gebildet werden, inklusive der Monozyten und
der in einem weiteren Schritt daraus differenzierenden Makrophagen. Spater wird die Himatopoese dann

vom Knochenmark iibernommen (Abb. 1-1) [11].
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Abbildung 1-1: Ubersicht der vermuteten Entwicklungswege von gewebsansiissigen Makrophagen. Bei der
primitive Hamatopoese, die in der embryonalen Entwicklung zunichst vom Dottersack tibernommen wird,
werden die so genannten erythromyeloiden Vorlduferzellen (EMPs) gebildet, aus denen die aus dem
Dottersack kommenden Makrophagen generiert werden. Diese konnen schlieBlich iiber die Blutbahn in die
Gewebe einwandern und machen dort die ersten vorkommenden gewebsansissigen Makrophagen aus. Ist die
Leber weiter ausgebildet, so iibernimmt diese schlieBlich die Hadmatopoese, die jetzt als definitive
Héamatopoese bezeichnet wird. Die dort gebildeten himatopoetischen Stammzellen (HSCs) konnen sich zu
Monozyten entwickeln, die iiber die Blutbahn in die Gewebe einwandern und dort weiter zu Makrophagen
differenzieren. Spiter iibernimmt dann schlieflich das Knochenmark die Blutbildung. Mausstudien zeigen,
dass insbesondere die Mikroglia Zellen im ZNS ausschlieBlich aus aus dem Dottersack kommenden
Vorlduferzellen stammen, wihrend andere Populationen der gewebsansidssigen Makrophagen gemischten
Ursprungs sind.

In einigen Geweben werden die Makrophagen konstant von zirkulierenden Monozyten ersetzt, dies ist
insbesondere bei intestinalen Mausmakrophagen der Fall [16]. In anderen Geweben hingegen konnen die
aus den fotalen Vorldauferzellen gebildeten Makrophagen neben den aus zirkulierenden Monozyten
generierten Makrophagen vorkommen und sind somit gemischten Ursprungs [15]. Besonders von

murinen  Mikrogliazellen im ZNS weil man, dass diese fast ausschlieBlich aus
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Makrophagenvorliduferzellen stammen, die im Dottersack gebildet werden [17, 18]. Der Ursprungsort
vieler gewebsansdssiger Makrophagen im Menschen ist ebenfalls der Dottersack sowie die fotale Leber,
welche analog zu den murinen Makrophagen unabhiingig von den aus dem Knochenmark stammenden
und im Blut zirkulierenden Monozyten gebildet werden konnen. So zeigt eine Studie in Patient*innen
mit Monozytopenie, dass diese verhiltnismédBig normale Mengen einiger gewebsanséssiger
Makrophagenpopulationen aufweisen [19]. Eine weitere Publikation vergleicht erstmals adulte humane
Makrophagen mit fotalen Makrophagen, dessen Genetik zuvor mittels der so genannten Single Cell
Sequenzierungsmethode erschlossen wurde. So wurde gezeigt, dass die Herkunft gewebsanséssiger
Makrophagen und der Verlauf der fétalen und adulten Hiimatopoese im Menschen viele Ahnlichkeiten

mit dem aufweist, was wir schon aus der Forschung an Miusen wissen [20].

1.1.1.2 Rekrutierte Makrophagen

Rekrutierte Makrophagen stammen von in der Blutbahn zirkulierenden Monozyten ab, die aus dem
Knochenmark kommen. Diese konnen in entziindetes Gewebe einwandern und dort zu Makrophagen
differenzieren. Als eine ihrer Hauptaufgaben leisten sie einen wichtigen Beitrag zur Abwehr von
Pathogenen als Teil der angeborenen Immunitét. Zusétzlich reinigen sie den Organismus von toten Zellen
und nehmen so, genau wie die gewebsansissigen Makrophagen, an der Zellhomoostase teil [21]. Die
rekrutierten Makrophagen werden in der Regel auf Grund inflammatorischer Ereignisse aktiviert. Diese
inflammatorischen Makrophagen kdnnen dann grob in klassisch aktivierte (M1) Makrophagen und in
alternativ aktivierte (M2) Makrophagen unterteilt werden, wobei sich die M1/M2-Nomenklatur von der
T-Helfer- (Tu-)Zell-Nomenklatur ableitet [22]. Ende der 80er Jahre wurde erstmals die Hypothese von
Tu-1/ Tu-2 Zellen als zwei unterschiedlichen Ty-Zellsubpopulationen proklamiert, die nach Aktivierung
unterschiedliche Zytokine sezernieren [23]. Mittlerweile sind auch weitere Tu-Zellpopulationen, wie die
Tu-17 oder die regulatorischen T.-Zellen bekannt. Ty-Zellen sind im Allgemeinen Zellen des
erworbenen Immunsystems, die von einer gemeinsamen lymphoiden Vorlduferzelle aus dem
Knochenmark abstammen und im Thymus heranreifen. Herangereifte, naive Tu-Zellen sind positiv fiir
den Oberflichenmarker CD4 (cluster of differentiation 4) und interagieren mit antigenprésentierenden
Zellen, um so eine addquate Immunantwort auszuldsen. Die Ty1-Zellantwort wird in der Regel durch
intrazelluldre Pathogene ausgelost, wobei Interferon-y (IFN-y) eines der Leitzytokine ausmacht. IFN-y
sorgt vor allem fiir die Aktivierung mononukledrer phagozytierender Zellen wie Monozyten und
Makrophagen. Die Tu2-Zellen reagieren hingegen auf extrazelluldre Pathogene wie Parasiten und
konnen dariiber hinaus mit Asthma und allergischen Reaktionen in Verbindung stehen, wobei sie eine
IgE vermittelte Immunantwort auslosen. Hierbei spielt vor allem IL-4 eine entscheidende Rolle [24]. Da
man eine Interaktion der jeweiligen Ty-Zellen mit verschiedenen Makrophagenpopulationen

beobachtete, legte dies den Grundstein fiir die M1/M2-Nomenklatur [22].
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1.1.1.3 Das M1 und M2 Paradigma

Die Klassifizierung von M1 und M2 Makrophagen hilft insbesondere bei der mechanistischen
Einordnung immunologischer Prozesse. Dabei werden allerdings in vivo vorkommende Mischformen
nicht erfasst, sodass dieses System lediglich eine Annidherung an die tatsichlichen Gegebenheiten
darstellt. Schon iiber 25 Jahre vor der erstmaligen Beschreibung der Tyl- und Tu2-Zellen, wurde das
Konzept der klassischen Makrophagenaktivierung proklamiert und spéter mit der Ty1-Immunantwort
und der IFN-y-Ausschiittung durch antigen-aktivierte Immunzellen verkniipft wurde [25]. Als man
erkannte, dass Maus-Makrophagen auf die Ausschiittung von IL-4 und IL-13 durch Ty2-Zellen mit einer
reduzierten pro-inflammatorischen Immunantwort reagierten, war klar, dass es einen von IFN-y
unabhingigen Aktivierungsweg geben muss [26, 27].

Mills et al. etablierten im Jahr 2000 erstmals die Begriffe M1/M2 Makrophagen, die Entziindungen in
zwei unterschiedliche Richtungen beeinflussen und mit Tul- und Tu2-Zellen interagieren [22]. M1
Makrophagen konnen dabei neben IFN-y auch durch Lipopolysaccharid (LPS) oder Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-Stimulierender Faktor (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-
CSF) aktiviert werden, was eine pro-inflammatorische Immunantwort nach sich zieht, die mit Ty1-Zellen
assoziiert ist und so zur Bekdmpfung intrazellulidrer Pathogene sowie zu einer Tumorresistenz fiihrt [25].
Die Klassifizierung der M2 Makrophagen zeigte sich jedoch als etwas komplexer, als bis dato
angenommen. Neben der anti-inflammatorischen und immunregulatorischen Eigenschaften sind sie in
der Lage, die Wundheilung zu fordern, kdonnen aber auch das Tumorwachstum vorantreiben sowie
allergische Entziindungsreaktionen auslosen. Dabei fithren unterschiedliche Stimuli zur Ausbildung
verschiedener M2-Subtypen, was dafiir sorgte, dass diese als M2a, M2b und M2c Makrophagen
bezeichnet wurden, wobei mittlerweile auch ein weiteren M2d-Typ beschrieben ist [28]. Teilweise
werden auch Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) als weitere Subgruppe der M2 Makrophagen
eingeordnet (Abbildung 1-2) [29].

Das M1/M2-Modell ist nicht alleine auf die rekrutierten Makrophagen begrenzt, auch gewebsanséssige
Makrophagen kénnen einen M1- oder M2-dhnlichen Phinotyp aufweisen oder annehmen [30]. In den
meisten Fillen exprimieren gewebsansissige Makrophagen vor allem M2-Marker.

Das M1/M2-Modell hat jedoch auch viele Schwichen. Dies zeigt auch die komplexe Sub-Klassifizierung
der M2-Makrophagen, die stindig erweitert wird [31]. Die Quelle und der Kontext der aktivierenden
Stimuli werden jedoch oft bei der Eingruppierung ignoriert. Dariiber hinaus existieren die einzelnen
Subpopulationen nicht alleine im Gewebe, sondern in der Regel nebeneinander [25]. Zusétzlich konnen
die klassisch und alternativ aktivierten Makrophagen ihren Phidnotyp wechseln, was auch als
Phinotypen-Switch bezeichnet wird [30]. Die bei einer Entziindung rekrutierten Makrophagen kdnnen

zunéchst pro-inflammatorisch sein, wobei sie nach einer Weile in den anti-inflammatorischen Phéanotyp
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wechseln, um so iiberméBige Entziindungen zu verhindern und das durch die Entziindungsreaktion

Immunregulation
Angiogenese
Wundheilung

zerstorte Gewebe wieder aufzubauen [32].

TAM

Tumor-Wachstum

Tumor-Umgebung IL-6, Adenosin
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Tumor-Resitenz
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Allergie Immunregulation
Zerstorung von Parasiten

Abbildung 1-2: Das M1/M2-Modell. Gezeigt ist die Einteilung der verschiedenen Makrophagenpopulationen
in klassisch aktivierte M1 Makrophagen (blau unterlegt) und alternativ aktivierte M2 Makrophagen (rosa
unterlegt). Bei Stimulation mit LPS und IFN-y kommt es zur Polarisierung von M1 Makrophagen, die mit
einer Tyl-Antwort assoziiert sind und fiir die Zerstorung intrazelluldrer Pathogene verantwortlich sind sowie
zur Tumor-Resistenz beitragen. IL-4 und IL-13 férdern die Generierung vom M2a Subtyp, der mit der Tx2-
Antwort in Verbindung steht und bei der Allergie sowie der Bekdmpfung von Parasiten eine Rolle spielt.
Immunkomplexe (immune complexes, IC) und TLR-(toll like receptor-) oder IL-1R-Liganden sorgen fiir eine
Polarisierung in Richtung eines M2b Subtyps, der die Tpn2-Zell-Aktivierung fordert sowie eine
immunregulatorische Funktion hat. IL-10, TGFB (tumor growth factor f) und Glukokortikoide
(glucocorticoids, GC) polarisieren in Richtung M2c Makrophagen. Diese sind neben ihrer
immunregulatorischen Funktion am Gewebeumbau beteiligt. IL-6 und der Vasodilatator Adenosin sorgen fiir
die Generierung des immunregulatorischen M2d-Subtyps, der an der Angiogenese und der Wundheilung
beteiligt ist. Als weiterer Subtyp der alternativ aktiviertem M2 Makrophagen werden die Tumor assoziierten
Makrophagen (TAM) gezihlt, die im Tumorgewebe vorkommen und dort das Tumorwachstum fordern.
Abbildung modifiziert nach [31] mit freundlicher Erlaubnis von Hindawi Limited.
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1.1.2 Makrophagen und das angeborene Immunsystem

Makrophagen sind permanent dabei, ihr umliegendes Gewebe nach Fremdkorpern abzusuchen und
gelten als einer der ersten Barrieren des Immunsystems [4]. Um ihren besonderen Aufgaben
nachzukommen, besitzen Makrophagen eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren, wozu auch die so
genannten Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) gehoren, welche in der
Lage sind, pathogene Strukturen zu erkennen. Diese pathogenen Strukturen werden auch als pathogen
associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet. Die PRRs kénnen in 4 Gruppen unterteilt werden,
TLRs (toll like receptors), NLRs (nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)- Leucin Rich
Repeats (LRR)-containing receptors), RLRs (retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1) -like receptors) und
CLRs (C-type lectin receptors) [33]. Neben pathogenen Strukturen konnen auch nicht-infektiose
korpereigene Strukturen an PRRs binden, die bei Gewebsverletzungen oder dem Untergang von Zellen
freiwerden. Diese endogenen Stimuli werden auch als danger associated molecular patterns (DAMPs)
bezeichnet und konnen so zu sterilen, von exogenen Pathogenen unabhiingigen Entziindungsreaktionen
fiilhren [34]. Uber PRRs konnen pro-inflammatorische Signalwege ausgelost werden, was zur
Ausschiittung von zytotoxischen Substanzen wie reaktiven oxidativen Spezies (ROS) oder Zytokinen
fiihren kann. Dariiber hinaus konnen sie als ko-stimulatorische Signale bei der Aktivierung von Zellen
des adaptiven Immunsystems mitwirken sowie die Phagozytose induzieren [35].

Die Phagozytose tibernimmt eine der Hauptaufgaben der Makrophagen, wobei damit die Erkennung und
Aufnahme von Partikeln mit einer Grofle von mehr als 0,5 um gemeint ist. Hierzu zidhlen neben exogene
Pathogene wie Bakterien, Pilze und Viren auch infizierte und tote Zellen sowie Zelltriimmer [36]. Viele
unterschiedliche Rezeptoren auf der Zellmembran ermoglichen die Unterscheidung zwischen
korpereigen und korperfremd sowie der Pathogenitit, wobei diese in nicht-opsonische und opsonische
Rezeptoren unterteilt werden konnen. Nicht-opsonische Rezeptoren konnen direkt an Liganden auf der
Oberfliche von zu phagozytierenden Targets binden, wihrend opsonische Rezeptoren an Strukturen
binden, die zu phagozytierende Targets markieren. Diese Strukturen werden auch als Opsonine
bezeichnet. Opsonine sind unter anderem Komplementfaktoren, als Teile der humoralen angeborenen
Immunantwort oder Antikorper, als Vertreter der humoralen erworbenen Immunitét [37]. Schliellich
kann die Phagozytose dazu fiihren, dass Proteinfragmente der verdauten Strukturen {iber
Haupthistokompatibilitaskomplex (major histocompatibility complex, MHC) -Molekiile auf der
Zelloberflache prasentiert werden, um so weitere Immunzellen zu aktivieren und die Immunantwort zu
verstarken [38].

Sowohl die Phagozytose als auch die Anwesenheit bestimmter Stimuli konnen zum oxidativen Burst
fiihren, womit die Ausschiittung von ROS gemeint ist. Dabei wird die NADP(H) (Nicotinsdureamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat) Oxidase aktiviert, welche Superoxide und Wasserstoffperoxid bildet.

Diese konnen dann direkt zur Zerstorung der phagozytierten Pathogene fithren oder inflammatorische
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Signalwege wie den NF«B-(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells-)Weg
antriggern [39].

Die Kommunikation mit Zellen des umliegenden Gewebes oder weiterer Immunzellen wird auch durch
ihre Fihigkeit zur Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen begiinstigt. Hierdurch kdnnen andere
Zellen sowohl direkt aktiviert, als auch angelockt werden, um eine effizientere Immunantwort zu
erzielen. Typische pro-inflammatorische Zytokine sind IL-1a und IL-1pB, IL-6, Tumor Nekrose Faktor
(TNF) oder auch IFN-y. Zu den anti-inflammatorischen Zytokinen zéhlt unter anderem IL-10 [40].
Besonders IL-1f spielt eine wesentliche Rolle bei sterilen entziindlichen Prozessen [41]. Dabei sind
myeloische Zellen, zu denen die Makrophagen zihlen, eine der wenigen Zellarten, die in der Lage sind,
selbst IL-1B iiber einen besonderen Immunkomplex, der als Inflammasom bezeichnet wird, zu
generieren. Neben der Generierung dieses pro-inflammatorischen Zytokins, besitzen Makrophagen
vermehrt Rezeptoren, um auf IL-1f zu reagieren und im weiteren Verlauf zu Entziindungen beizutragen
[42]. Makrophagen spielen so auch in vielen chronischen Entziindungsreaktionen eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung von Erkrankungen wie Psoriasis, rheumatoider Arthritis oder Morbus Crohn
fithren konnen [3].

Die Kenntnis iiber die Ausbildung eines Immungedéchtnisses als entscheidender Unterschied des
angeborenen und erworbenen Immunsystems wurde in den letzten Jahren in Frage gestellt. So sind auch
Monozyten und Makrophagen als Zellen der angeborenen Immunitit in der Lage, bei einem Zweitkontakt
mit einem Antigen mit einer verstirkten Immunreaktion zu reagieren. Dies wurde als Trained Immunity
bezeichnet, was so viel wie Trainierte Immunitét bedeutet. Neben einer verstiarkten Immunreaktion gibt
es auch in einigen Fillen eine abgeschwichte Immunantwort bei erneutem Antigenkontakt, was als
Immun-Toleranz betitelt wurde. Die Mechanismen hinter diesem Phinomen sind noch nicht ausreichend
geklart, jedoch werden mogliche epigenetische und metabolische Verinderungen der Zellen als Reaktion

auf den ersten Antigenkontakt vermutet [43].

1.2 Autophagozytose, Endozytose und das Lysosom

Sowohl die Autophagozytose als auch die Endozytose sind zwei wichtige Membranvesikel-basierte
Wege innerhalb der Zelle, die zur Verdauung und dem Recycling intra- und extrazelluldrer Bestandteile
beitragen. Beide Wege enden schlieBlich damit, dass entweder das bei der Autophagozytose gebildete
Autophagosom als auch das bei der Endozytose gebildete Endosom mit dem Lysosom verschmelzen und

die jeweiligen aufgenommenen Inhalte degradiert werden [44].
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1.2.1 Autophagozytose

Der Begriff Autophagozytose, auch als Autophagie bezeichnet, stammt aus dem Griechischen und
bedeutet so viel wie ,,sich selbst verzehren“. Die Autophagozytose ist ein zelluldrer Prozess, um das
Uberleben der Zelle bei Nahrungsmangel durch Recycling von Proteinen, Nukleinsiuren und Lipiden zu
sichern. Dariiber hinaus kann die Autophagozytose auch die Akkumulation zytotoxischer Bestandteile
innerhalb der Zelle durch dessen gezielten Abbau verhindern [45]. Obwohl der Begriff schon vor iiber
50 Jahren von Christian de Duve das erste Mal in den Umlauf gebracht wurde, konnten die Mechanismen
der Regulation erst in den 90er Jahren durch die Identifizierung der zur Autophagozytose gehorenden
Gene (autophagy-related proteins, Atgs) in Hefen durch Yoshinori Ohsumi aufgeklirt werden [46].
Mittlerweile sind drei unterschiedliche Autophagie-Haupttypen definiert, die Makro-Autophagie, die
Mikro-Autophagie und die Chaperon-vermittelte- Autophagie. Bei der Makro-Autophagie werden die zu
verdauenden und zu recycelten zelluldren Bestandteile in einem von einer Doppelmembran umgebenen
Autophagosom aufgenommen, das schlieBlich mit dem Lysosom fusioniert, woraufthin die Degradierung
und eine moégliche Sortierung zur Wiederverwendung folgt. Bei der Mikro-Autophagie wird die zellulédre
Ladung direkt ins Lysosom aufgenommen. Bei beiden Formen der Autophagie kdnnen sowohl selektiv
als auch unselektiv groBBere zelluldre Bestandteile aufgenommen werden. Bei der Chaperon-vermittelten-
Autophagie werden durch spezielle Proteine, die als Chaperone bezeichnet werden, die zu verdauenden
Proteine mit diesem an der lysosomalen Membran komplexiert und durch das lysosomal-assoziierte
Membranprotein 2A (LAMP2A) erkannt und ins Lysosom aufgenommen. Eines dieser Chaperone kann
z. B. das Hitzeschockprotein 70 sein, dass in diesem Fall einen entscheidenden Teil zu der Entfaltung
und Degradierung der Proteine beitrdgt [45]. Wenn in dieser Arbeit die Begriff Autophagie oder

Autophagozytose verwendet werden, ist stets Makro-Autophagie gemeint.

1.2.1.1 Mechanismus, Induktion und Regulation der Autophagozytose

Die Autophagozytose ist ein Prozess, der sich in verschiedene Phasen aufteilt. Zundchst kommt es zur
Initiierung durch bestimmte Ausloser wie z. B. zelluldrer Néhrstoffmangel (Abb. 1-3). Im néchsten
Schritt startet die Bildung der Doppelmembran, die auch als Isolierungsmembran bezeichnet wird, und
deren Formierung um die zelluldre Ladung. In einem weiteren Schritt kommt es zur Expansion des
Phagophors und schlieBlich zur kompletten SchlieBung und somit zur Bildung des Autophagosoms. Das
Autophagosom kann dann mit dem Lysosom fusionieren, sodass letztlich die Degradierung und das
Recycling stattfinden kann. Als Initiator fungiert z. B. AMP-aktivierte Kinase (AMPK), ein typischer
Inhibitor ist mTORCI1 (target of rapamycin complex I). Die Atgs regulieren die einzelnen Schritte, wobei
sie jeweils verschiedene Proteinkomplexe bilden und zum Bildungsort des Phagophors rekrutiert werden
[47]. Der Begriff autophagischer Flux (autophagic flux) beschreibt ein Maf fiir die Degradierung von
Autophagosomen [48].
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Abbildung 1-3: Uberblick iiber den Prozess der Autophagozytose. Die Autophagozytose gliedert sich in 5
Schritte, die Initiierung (1), die Phagophor-Formation mit Bildung einer Isolationsmembran um die zu
degradierenden, zelluldiren Bestandteile (2), die Expansion des Phagophors und somit die Bildung des
Autophagosoms (3), die Fusion von Autophagosom und Lysosom zum Autophagolysosom (4) und
schlieBlich die Degradierung und das Recycling der autophagosomalen Bestandteile (5). Wird die
Autophagozytose zum Beispiel durch Nihrstoffmangel innerhalb der Zelle initiiert, so wird der Atg/ULK -
Komplex bestehend aus zur Atg 13 und 101, sowie ULK1 (unc-51-like kinase 1) und FIP200 (focal adhesion
kinase family interacting protein of 200 kDa) aktiviert. Dieser wird in Abhidngigkeit des Nahrungsangebots
durch mTORCI1 negativ reguliert. Der Atg/ULK-Komplex aktiviert den Klasse III PI3K Komplex
(Phosphatidylinositol-3-Kinase Komplex), der fiir die Produktion von PI3P (Phosphatidylinositol-3-
Phosphat) am Endoplasmatischen Retikulum (ER) verantwortlich ist. Lipide werden auerdem durch Vesikel
vom Golgiapparat transportiert, welche Atg9 enthalten. So startet die Bildung der Isolationsmembran. PI3P-
Bindungsproteine wie WIPIs (WD-repeat proteins interacting with phosphoinositides) und DFCP1 (double
FYVE-containing protein) werden ebenfalls zur Isolationsmembran rekrutiert. Fiir die Expansion des
Phagophors und die eigentliche Bildung des Autphagosoms ist das Atg12 Konjugationssystem essentiell, das
an der AufBlenseite der Membran prisent ist. Das Atgl2 Konjugationssystem wird gebildet, indem Atgl?2
durch Atg7 und Atgl0 aktiviert wird, sodass es an AtgS konjugiert werden kann. Das Atgl2-Atg5 Konjugat
kann so mit Atgl6 interagieren. Fiir das vollstindige VerschlieBen des Phagophors und somit die Bildung
des Autophagosoms ist das mit PE konjugierte LC3-II unabdingbar. LC3 wird hierbei durch Atg4 zu LC-I
umgewandelt, welches wiederum mit Hilfe des Atgl2-Konjugationssystems mit PE konjugiert werden kann.
LC3-1II kann so beispielsweise bei der selektiven Autophagozytose mit zelluldren Bestandteilen interagieren,
die zuvor mit p62 markiert wurden.
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Zu degradierende, zelluldre Bestandteile konnen bei der selektiven Autophagozytose ubiquitiniert und
an Adapterproteine wie p62/SQSTMI1 (ubiquitin-binding protein p62/ sequestosome-1) gebunden
werden und so von LC3 (microtuble-associated protein I light chain 3), das in seine lipidierte Form von
LC3-1 zu LC3-II konjugiert wird, erkannt werden. Das LC3-II lagert sich wiederum in der
autophagosomalen Membran ein und kann so mit der markierten Ladung interagieren [49]. Da p62 selbst
ein Substrat der Autophagozytose ist, weist eine erhdhte Proteinmenge auf eine vermehrte Akkumulation
von Autophagosomen hin, insbesondere in Kombination mit dem Autopagosomen-Marker LC3-II [50].
Die Autophagozytose von geschidigten Mitochondrien ist beispielsweise eine Form der selektiven
Autophagie und wird auch als Mitophagie bezeichnet [51].

Fiir die Autophagie-Induktion kénnen unter anderem Inhibitoren von mTORC1 wie Rapamycin zum
Einsatz kommen [52]. Auf der anderen Seite verhindern PI3K-Inhibitoren wie 3-Methyladenin,
Wortmannin oder LY294002 die Bildung der Isolationsmembran wund schlieflich die
Autophagosomenformation [53-55]. Weitere Inhibitoren der Autophagozytose sind der vATPase
(vakuolidre H*-ATPase) Inhibitor Bafilomycin A; [56] sowie lysosomotrope Arzneistoffe wie Chloroquin
oder Hydroxychloroquin, die die Funktion des Lysosoms und somit die Fusion mit dem Autophagosom

behindern (Tabelle 1-1) [1].

Tabelle 1-1: Auflistung einiger Modulatoren der Autophagozytose

Name Effekt auf die Autophagozytose Mechanismus
Rapamycin Induktor mTORCI Inhibitor
3-Methyladenin Inhibitor PI3K Inhibitor
Wortmannin Inhibitor PI3K Inhibitor
LY294002 Inhibitor PI3K Inhibitor
Bafilomycin A; Inhibitor vATPase Inhibitor
Chloroquin Inhibitor Lysosomotropie
Hydroxychloroquin Inhibitor Lysosomotropie

1.2.1.2 Autophagozytose, Inmunsystem und Entziindungen

Neben seinem Einfluss auf die zellulire Homoostase ist die Autophagozytose auch ein wichtiger
Bestandteil der Abwehr gegen eindringende Pathogene wie Bakterien, Viren oder Protozoen. Diese
konnen degradiert und somit unschéddlich gemacht werden. Die Autophagozytose von exogenen
Pathogenen wird auch als Xenophagie bezeichnet und stellt eine Form der selektiven Autophagie dar
[57]. Auf der anderen Seite konnen bestimmte Pathogene auch die Autophagozytose ihres Wirts
antagonisieren oder auch adaptieren, um diese fiir ihr eigenes Uberleben zu nutzen [58]. Die Kontrolle
von Autophagozytoseaktivitidt und Immunantwort verlduft dabei in beide Richtungen. Bestandteile von
Pathogenen konnen als PAMPs an PRRs binden und so neben einer angeborenen Immunantwort auch
die Autophagozytose induzieren [59]. LPS ist beispielsweise eines dieser PAMPs aus der Zellwand gram-

negativer Bakterien, das an den PRR TLR4 bindet und so eine pro-inflammatorische Immunantwort
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auslost. Eine vermehrt auftretende Autophagozytose kommt unter anderem durch die Interaktion von
TRAF6 (TNF receptor associated factor 6), welches ein Protein der Signalkaskade bei TLR4-
Aktivierung ausmacht, und Beclin-1 zustande. Beclin-1 ist ein Protein, das im Klasse III PI3K Komplex
vorkommt und somit wichtig fiir die Induktion der Autophagozytose und Bildung der Isolationsmembran
ist (Abb. 1-3) [60]. Neben der Induktion der Autophagozytose durch TLR4 sind auch andere TLRs [61]
genauso wie auch NLRs als weitere Vertreter der PRRs in der Lage, die Autophagozytoseaktivitit positiv
zu beeinflussen [62, 63]. Dariiber hinaus kénnen Entziindungsmediatoren, wie TNF, IL-18 und IFN-y
die Autophagie direkt aktivieren, wie genau ist jedoch noch nicht im Detail geklirt [64]. Die meisten
Arbeiten diesbeziiglich existieren zu IFN-y. IFN-y ist ein pleiotropes Zytokin, dass der alleinige Vertreter
der Typ-II Interferone ist. Es hat unter anderem immunmodulatorische, anti-virale und anti-bakterielle
Eigenschaften und leistet damit einen wesentlichen Beitrag zur angeborenen und adaptiven
Immunantwort. Es wird hauptsidchlich von Natiirlichen Killerzellen (NKs) und T-Zellen produziert,
allerdings sind auch antigenprésentierende Zellen wie Dendritische Zellen und Makrophagen in der Lage,
IFN-y zu sezernieren. IFN-y verschiebt die Immunantwort in Richtung Tx1-Phénotyp und ist somit auch
an der Polarisierung von M1 Makrophagen beteiligt [65]. Aulerdem aktiviert IFN-y bei Infektionen
Makrophagen und unterstiitzt dabei die angeborene Immunantwort, indem es die Phagozytose und die
erfolgreiche Abwehr von Pathogenen, z. B. durch vermehrte ROS Produktion, induziert [66]. Die
Autophagie-induzierenden FEigenschaften wurden in zahlreichen unterschiedlichen Zellarten
nachgewiesen. So sind viele mogliche Mechanismen beschrieben, die eine Involvierung verschiedener,
durch IFN-y beeinflusster Signalwege und Proteine wie die Januskinasen (JAK) 1/2, die p38 Mitogen
aktivierte Proteinkinase (MAPK), IRGM (immunity-related GTPase family M protein) und die des PI3K-
Signalwegs zeigen [64].

IL-1pB ist ein weiterer, wichtiger Vertreter der pro-inflammatorischen Zytokine. Abgesehen von der
Tatsache, dass IL-1p selbst die Autophagozytose induziert, wird dessen Bildung und Freisetzung durch
die Autophagozytose kontrolliert. Die Bildung von IL-1B erfolgt iiber einen zytosolischen
Multiproteinkomplex, der auch als Inflammasom bezeichnet wird (Kap. 1.3.2). Am besten untersucht ist
hierbei das NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3) Inflammasom, welches durch
Aktivierung des Enzyms Caspase-1 zur Spaltung von pro-IL-1f in IL-1f beitrdgt [67]. Sowohl NLRP3
selbst als auch das pro-IL-1B sind Autophagiesubstrate, wodurch eine Kontrolle der pro-
inflammatorischen Immunantwort resultiert und {iiberschieBende Entziindungsreaktionen verhindert
werden konnen [68]. Auf der anderen Seite konnen beschidigte Mitochondrien zu einer vermehrten
Bildung von ROS und anderen Stimuli fiihren, die das NLRP3 Inflammasom aktivieren und so zu einer
pro-inflammatorischen Immunantwort beitragen [69]. Die Mitophagie dieser geschéddigten Organellen
kann somit gleichermafen das Entziindungsgeschehen kontrollieren [70]. Neben den pro-

inflammatorischen Entziindungsmediatoren, gibt es die mit der Ty2-Antwort in Verbindung stehenden
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Zytokine IL-4, IL-13, sowie das anti-inflammatorische IL-10. In welche Richtung diese Stoffe die

Autophagozytose modulieren, ist abhéngig vom zelluldren und mechanistischen Kontext [71].

1.2.2 Endozytose

Bei der Endozytose kommt es zur Internalisierung der Plasmamembran inklusive der Membranproteine
und Lipide. Dabei konnen extrazellulidre oder subzelluldre Bestandteile, die zuvor an Strukturen auf der
Plasmamembran binden, in membranumgebene Vesikel in die Zelle eingebracht werden [72]. Die
Formation der Membraneinstiilpung kann mit Hilfe des Proteins Clathrin erfolgen. Es werden zwei
Typen der Endozytose unterschieden, die Clathrin-vermittelte (clathrin mediated endocytosis, CME) und
die Clathrin-unabhingige Endozytose (clathrin independent endocytosis, CIE) [73]. Dabei koordinieren
die so genannten Rab GTPasen (Rab) den vesikuldren Transport durch die Zelle. Sie machen mit iiber
60 Vertretern die grofte Familie von kleinen GTPasen aus. Sie funktionieren wie molekulare Schalter,
die zwischen der GTP-(Guanosintriphosphat-)gebundenen inaktiven-Form und der GDP-
(Guanosindiphosphat-)gebundenen aktiven-Form wechseln. Dabei interagieren sie indirekt mit
Membrankomponenten und SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein
receptors) Proteinen [74]. Die verschiedenen Rab GTPasen haben jeweils korrespondierende Organellen.
Die endosomale Ladung wird iiber Rab5 zum so genannten frithen Endosom transferiert, welches
entgegen dem neutralen pH-Wert des Zytosols einen leicht sauren pH-Wert von 6,5 aufweist. Dort erfolgt
eine Sortierung. Die endozytierten Inhalte konnen auf der einen Seite mit Hilfe von Rab7 iiber das spite
Endosom (pH-Wert: 5,5) zum Lysosom (pH-Wert: 4-5) transferiert werden, woraufthin eine
Degradierung durch saure Hydrolasen erfolgt (Kap. 1.2.3). Auf der anderen Seite kann iiber Rab4 und
Rabl1 vermittelt, auch ein Riicktransport an die Plasmamembran iiber so genannte Recycling-
Endosomen erfolgen [75]. Neben der direkten Degradierung iiber die Verschmelzung von Endosom und
Lysosom kann auch die Fusion des Endosoms mit einem Autophagosom zum so genannten Amphisom
erfolgen, das im letzten Schritt dann mit dem Lysosom fusioniert. Im Gegensatz zum Autophagosom
besitzt das Endosom eine Einfach- und keine Doppel-Membran [76]. Uber Proteinkomplexe, die als
Retromer bezeichnet werden, kann die endosomale Ladung bei Bedarf auch zum Golgi-Apparat oder
wieder aus der Zelle heraus transportiert werden [77]. Zusétzlich konnen Endosomen auch zu so
genannten Signalplattformen werden, also intrazellulidre Plattformen, an denen die Signalweiterleitung
vermittelt wird. Dies ist beispielsweise bei der MyD88 (myeloid differentiation primary response 88)
unabhingigen TLR4-vermittelten Immunantwort der Fall. Hierbei erfolgt im Gegensatz zum MyD88-
Signalweg eine intrazelluldre Aufnahme des TLR4 iiber die Endozytose. Es erfolgt die Rekrutierung von
TRAM (TRIF-related adaptor molecule) und TRIF (TIR-domain-containing adaptor inducing
interferon-f) am frithen Endosom, die iiber weitere Signalproteine schlieBlich zur Ausschiittung von Typ

I Interferonen fiihrt [78]. Weitere endosomale TLRs sind TRL3, TLR7, TLR8 oder TLR9 [79].
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Die Phagozytose stellt einen Sonderfall der Endozytose dar, bei der besonders grof3e Partikel wie exogene
Pathogene, tote Zellen oder Zelltriimmer in die Zelle aufgenommen werden um verdaut und somit
unschidlich gemacht zu werden. Die Aufnahme von fliissigen Bestandteilen durch Endozytose wird als
Makropinozytose bezeichnet [72]. Somit dient die Endozytose unter anderem der zelluliren Homdostase,
der Signalweiterleitung als auch der Kommunikation von zwei benachbarten Zellen. Auch Viren wie das
neuartige SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2) werden in die Zelle tiber
Endozytose aufgenommen. Man vermutet hier, dass die Viren iiber ihre Spikeproteine an den ACE-2
(Angiontensin-converting-enzyme-2) Rezeptor binden, um in die Zelle zu gelangen [80, 81]. Somit
werden in vielen klinischen Studien Inhibitoren der Endozytose untersucht, um ein Mittel fiir die durch
SARS-CoV-2 ausgeloste respiratorische Erkrankung COVID-19 (Corona virus disease 2019) zu finden
[82].

1.2.2.1 Clathrin-vermittelte und Clathrin-unabhangige Endozytose

Clathrin ist ein Protein, das an der Bildung der Einstiilpung der Plasmamembran um die zu
endozytierende Ladung beteiligt sein kann. Diese Einstiilpungen werden in diesem Fall auch als Clathrin-
umgebene Vertiefung (clahtrin-coated pit) bezeichnet [83]. Jedoch ist zu beachten, dass iiber 50 weitere
zytosolische Proteine, wie weitere Geriistproteinen und Clathrin-Adaptor Proteine an der Entstehung der
Membraneinstiilpung beteiligt sind [84]. Kommt es zur Initiierung der Endozytose, so wird zunéchst der
Zusammenbau der Clathrin-Ummantelung induziert. Hierfiir interagiert unter anderem der
heterotetramere Adapterprotein 2 (AP-2) Komplex sowie monomere Adapterproteine wie die der
PICALM (phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) Familie mit der zu endozytierenden
Ladung und Lipiden der Plasmamembran. Geriistproteine wie das Clathrin wechselwirken ebenfalls mit
den Adaptorproteinen und sich selbst, sodass sich eine von Geriistproteinen ummantelte Einschniirung
bilden kann. Im néchsten Schritt trigt eine Polymerisierung von Aktinfilamenten zur Bildung der
Einschniirung bei. SchlieBlich kommt es zu Abschniirung der Einstiilpung, wobei bei der klassischen
CME dies durch die GTPase Dynamin passiert [73].

Die CIE ist komplexer als die CME und weniger gut untersucht. Sie kann sowohl abhéngig als auch
unabhingig von Dynamin verlaufen. Oft sind so genannte Lipid Rafts an der CIE beteiligt. Dies sind
spezifische Membrandoménen, die die Anreicherungen von sehr dynamischen Anteilen von Cholesterol,
Sphingomyelinen und Glykosphingolipiden enthalten. Diese konnen stimuliert werden, mehrere
Mikrometer grofle Einstiilpungen zu bilden, die durch Protein-Protein-, Lipid-Protein- oder Lipid-Lipid-
Interaktionen gestiitzt werden [85]. Caveolae machen eine Unterform der Lipid Rafts aus. Caveolae sind
kleine Membraneinstiilpungen in der Plasmamembran, wobei diese durch oligomerisiertes Caveolin und
daran gebundene Lipide und Proteine entstehen [86]. Jedoch zeigen einige Zellarten wie Adipozyten,
Endothelzellen oder Muskelzellen eine sehr viel hohere Dichte an Caveolae [87]. Andere Formen der

CIE werden nach den zytosolischen Proteinen oder nach der zu endozytierenden Ladung benannt, wie
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z. B. die IL-2RB-Endozytose [88]. AuBerdem konnen bestimmte Formen der CIE nach der Teilnahme
bestimmter Membranproteine an der Endozytose benannt werden, wie beispielsweise die Flotillin-
abhidngige Endozytose [89]. Die in dieser Arbeit verwendeten Endozytose-Inhibitoren sind in Tabelle 1-

2 dargestellt.

Tabelle 1-2: Ausgewiihlte Inhibitoren der Endozytose

Endozytose Inhibitor Mechanismus

Chlopromazin Interagiert mit Clathrin und AP2 [90]

Chloroquin Inhibiert die lysosomale und endosomale
Azidifizierung [91]

Dynasore Inhibiert Dynamin [92]

Ob die Endozytose mit oder ohne Clathrin ablduft, kann nicht nur vom Liganden selbst, sondern auch
von seiner Konzentration abhingen. So wird beispielsweise der Epidermale Wachstumsfaktor (epidermal
growth factor, EGF) inklusive des EGF Rezeptors (EGFR), an den er bindet, bei geringen
Konzentrationen mittels CME endozytiert, wihrend bei hohen EGF-Konzentrationen auch eine von

Clathrin unabhiingige zelluldre Aufnahme stattfindet kann [93].

1.2.3 Das Lysosom und Lysosomotropie

Das Lysosom ist eine Organelle in eukaryotischen Zellen und kann vereinfacht als zellulidres
Verdauungsorgan bezeichnet werden. Ein niedriger pH-Wert im Inneren der Organelle sorgt dafiir, dass
intra- und extrazellulidre Bestandteile verdaut werden konnen [94]. Die Lysosomotropie bezeichnet dabei
das Phinomen, dass sich bestimmte Stoffe auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften besonders gut im
Lysosom anreichern kénnen und dort akkumulieren. Sie konnen so die Funktion des Lysosoms

beeinflussen [95].

1.2.3.1 Funktion und Aufbau des Lysosoms

Lysosomen sind membranumgebene Organellen von tierischen Zellen, die saure Hydrolasen enthalten
und Mitte der 50er Jahre von Christian de Duve das erste Mal beschrieben wurden [96]. Sie unterscheiden
sich vor allem von Endosomen durch das Fehlen von Mannose-6-Phosphat Rezeptoren und besitzen eine
spezielle vATPase, die als Protonenpumpe den sauren pH-Wert zwischen 4 und 5 aufrechterhilt. Als
zentrale Verdauungsorganelle konnen sie mit Phago-, Endo- oder Autophagosomen fusionieren und den
jeweiligen Inhalt degradieren [97]. Mittlerweile ist bekannt, dass Lysosomen an vielen weiteren
zelluldren Prozessen teilnehmen. So sind sie sowohl an metabolischen Signalwegen, der Genregulation,
der Reparatur von Membranen, der Zelladhésion und Migration als auch der Immunitét beteiligt [98].
Wenn die Nihrstoffspeicher der Zelle erschopft sind, wird die lysosomale Biogenese erhoht und auch

die Autophagozytose ausgelost, fiir letzteres wird mTORCI1 inhibiert und so fiir eine erhohte
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Autophagozytose-Aktivitit gesorgt. Aulerdem werden durch die Inhibierung von mTORCI1
verschiedene Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktiviert, die die lysosomale Zusammensetzung und
Funktion regulieren. Hierzu z&hlt die MiT/TFE (microphthalmia/transcription factor E) Familie, zu der
TFEB, TFE3, TFEC und MiTF zidhlen [99]. TEFB und TEF3 liegen unter Normalbedingungen
phosphoryliert im Zytoplasma vor. Die Phosphorylierung wird durch mTORC1 kontrolliert [100]. Im
dephosphorylierten Zustand konnen TEFB und TEF3 in den Zellkern einwandern und dort wiederum
zusammen mit MiTF und TFEC an CLEAR (coordinated lysosomal enhancement and regulation
network) binden, dessen Promoterregion eine Reihe von Targetgenen kontrolliert, die wichtig fiir die
lysosomale Biogenese und Funktion sind [101]. Die Vorstellung, dass Lysosomen statische Strukturen
sind, wurde abgelost von der Erkenntnis, dass diese in der Lage sind, sich innerhalb der Zelle
fortzubewegen und mit anderen Organellen zu kommunizieren. Dabei zeigten Anfarbungen von LAMP1,
einem typischen lysosomalen Marker, dass sich die Zellorganellen in stindiger Bewegung befinden und
immer wieder mit sich selbst oder anderen Organellen inklusive Endosomen und Autophagosomen
fusionieren [102, 103].

Die SNARE Proteine vermitteln im Allgemein die Fusion von Membranen. Dabei formen sie ein
parallelen, vier-spiraligen Komplex, bestehend aus Qa-, Qb-, Qc- und R-SNARESs, um zwei Membranen
miteinander zu verbinden. So wird beispielsweise das autophagosomale Qa-SNARE Syntaxin 17 (STX-
17) zu geschlossenen Autophagosomen rekrutiert, wo es mit dem Qbc-SNARE SNAP29 (synaptosomal-
associated protein 29) und dem lysosomalen R-SNARE VAMPS (vesicle-associated membrane protein
8) interagieren kann (Abb. 1-4). Hierdurch wird eine Fusion der autophagosomalen und der lysosomalen

Membran erreicht [104, 105].

STX-17 SNAP29 %\
\ VAMP8 @

Autophagosome Autophagolysosom

Abbildung 1-4: Bildung des SNARE-Komplexes bei der Fusion von Autophagosom und Lysosom. Das
autophagosomale Qa-SNARE STX-17 wird zum geschlossenen Autophagosomen rekrutiert. Beim
Zusammentreffen von Autophagosom und Lysosom kommt es zur Interaktion des Qbc-SNARE SNAP29 und
des lysosomalen R-SNARE VAMPS, was schlielich zur Fusion der beiden vakuolidren Organellen fiihrt.
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1.2.3.2 Lysosomotrope Dysfunktion

Als Folge der Akkumulation von zu verdauenden Aminoséduren, Lipiden und Proteinen im lysosomalen
Lumen werden zelluldre Transferprozesse sowie die Fusion vom Lysosom mit Endo- und
Autophagosomen beeintrichtigt. Dies begiinstigt die Entstehung von Erkrankungen mit hoher Inzidenz
wie Tumoren und Autoimmunerkrankungen sowie von 70 weiteren Erkrankungen mit geringer Inzidenz,
die als Lysosomale Speicherkrankheiten (Lysosomal Storage Diseases, LSDs) zusammengefasst werden
[106]. In der Regel sind Genmutationen von lysosomalen Enzymen, Membranproteinen, oder Lipiden
der Ausloser von LSDs. Zwar steht nicht fiir jede Form der LSDs eine Behandlungsoption zur Verfiigung,
einige lassen sich jedoch mit rekombinanten Enzymen behandeln und mittlerweile sind einige

Gentherapeutika in der klinischen Testung [107].

1.2.3.3 Lysosomotrope Stoffe

Lysosomotrope Stoffe sind in der Regel sehr lipophile, schwache Basen. Innerhalb des neutralen
Zytoplasmas konnen sie auf Grund ihrer Lipophilie relativ einfach simtliche biologische Membranen
iiberwinden. In sauren Zellkompartimenten werden sie jedoch protoniert und kénnen nicht mehr
ungehindert die Membranen iibertreten. Es resultiert eine Akkumulation in sauren Organellen [95].

Zu den lysosmotropen Stoffen zdhlen in der Regel Verbindungen, die einen clogP-(calculated logP-)
Wert iiber 2 und einen pKs-Wert zwischen 6,5 und 11 besitzen (Tab. 1-3) [108]). Die durch die
lysosomotropen Arzneistoffe ausgeloste lysosomale Dysfunktion ist unter anderem gekennzeichnet
durch Verdnderungen des lysosomalen pH-Werts, eine erhohte Akkumulation von Proteinen sowie eine

durch den lysosomalen Stress ausgeldste, gesteigerte lysosomale Biogenese (Abb. 1-5) [1, 108, 109].

Tabelle 1-3: Chemische Eigenschaften von ausgewihlten lysosomotropen Arzneistoffen [110]

Arzneistoffgruppe Arzneistoff clogP-Wert  pK-Wert
Antidepressivum (Selektiver Serotonin- Fluoxetin 4,09 9,80
Wiederaufnahme-Hemmer)

Antimalariamittel Chloroquin 5,28 10,1
Antimalariamittel Hydroxychloroquin | 3,87 9,67
Antipsychotikum Chlorpromazin 5,18 9,30
Beta-Adrenozeptor-Blocker Propranolol 3,03 9,42
Beta-Adrenozeptor-Blocker Penbutolol 3,84 9,76

Bafilomycin A; ist ein Inhibitor der vATPase, die als Protonenpumpe fiir das saure Milieu in den
Lysosomen sorgt. Somit beeintrachtigt Bafilomycin A; die Funktion auf Grund eines anderen

Mechanismus im Vergleich zu den lysosomoen Arzneistoffen [111].
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Lysosomotrope Arzneistoffe

Lysosomotrope
Arzneistoffe

vATPase

Lysosom

Bafilomycin A,

Fusion mit Autophagosom

Abbildung 1-5: Mechanismus der Lysosomotropie. Lysosomotrope Arzneistoffe sind sehr lipohile,
schwache Basen und liegen sowohl in unprotonierter (B) als auch protonierter Form (BH) vor und konnen
unprotoniert sehr einfach biologische Membranen iiberwinden. Im sauren Lysosom angekommen verschiebt
sich das Gleichgewicht auf Grund des niedrigeren pH-Werts in die Richtung der protonierten Form, die
wiederum nicht mehr aus dem Lysosom diffundieren kann. Es kommt also zur Akkumulation. Hierdurch
verhindern lysosomotrope Arzneistoffe unter anderem die Fusion des Lysosoms mit dem Autophagosom.
Die vATPase ist eine Protonenpumpe, die den sauren pH-Wert des Lysosoms aufrechterhélt und somit auch
die Funktionsfihigkeit der sauren Hydrolasen sichert. Sie kann durch Bafilomycin A; inhibiert werden.
Abbildung modifiziert nach [1] mit freundlicher Genehmigung von PLOS.
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1.3 Interleukin-1$

IL-1 ist eines der Schliisselzytokine bei der Regulation entziindlicher Prozesse wobei der Begriff IL-1
die beiden Zytokine IL-1a und IL-1B miteinschlieft. Beide Zytokine sind Teil der so genannten IL-1
Familie, die insgesamt 11 unterschiedliche Zytokine und 10 verschiedene Rezeptoren umfasst. IL-1[ ist
dabei das am besten untersuchte Zytokin dieser Gruppe, besonders auf Grund seiner Beteiligung an

vielen autoinflammatorischen Krankheiten [112, 113].

1.3.1 Aufbau, Funktion und Pathogenese

Die 11 verschiedenen Zytokine der IL-1 Familie werden anhand der Proteinsequenz und dem Rezeptor,
an den sie primir binden vereinfacht in drei Untergruppen unterteilt. Die IL-1 Subfamilie besteht aus IL-
la, IL-1PB und IL-33, die IL-18 Subfamilie aus IL-18 und IL-37 und die IL-36 Subfamilie aus IL-36a,
IL-36B, IL-36y, dem IL-36Ra (IL-36 Rezeptorantagonist) und IL-38. Alle Vertreter der drei
Unterfamilien liegen als Vorlduferpeptide im Zytosol vor und miissen zunichst gespalten und so aktiviert
werden [113]. Der IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra) liegt als einziges Zytokin der IL-1 Familie als aktive
Form vor, die keiner vorherigen Spaltung bedarf [114]. Aus diesem Grund wird er auch keiner der
Subfamilien zugeordnet. Die stark pro-inflammatorischen Zytokine IL-lo und IL-1 werden von
unterschiedlichen Genen kodiert und haben nur etwa 25 % der Aminosduresequenz gemeinsam.
Dennoch binden beide an denselben Rezeptor und 16sen eine identische Signalkaskade aus mit daraus
resultierenden #hnlichen biologischen Eigenschaften [115]. Das Gen fiir den IL-1a-Vorldaufer wird
kontinuierlich sowohl in himatopoetischen als auch nicht-hdmatopoetischen Zellen exprimiert und Pro-
IL-Ta wird vor allem von apoptotischen und nekrotischen Zellen durch die durchlédssig werdende
Zellmembran freigesetzt [116]. Somit wird es auch zu den so genannten Alarminen gezahlt [117]. Im
Gegensatz zu IL-1B, das fast ausschlieBlich durch das Enzym Caspase-1 aus seiner Vorlduferform
gespalten wird und dessen Vorldufer physiologisch inaktiv ist [118], kann die gespaltene Form von IL-
la durch verschiedene Enzyme freigesetzt werden. Aulerdem scheint auch die Pro-Form von IL-1a pro-
inflammatorische Eigenschaften zu besitzen [119]. Im Gegensatz zu IL-1a wird IL-1p vorwiegend von
Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen ausgeschiittet. Hierfiir bedarf es die Aktivierung
eines Multiproteinkomplexes, das als Inflammasom bezeichnet wird [120].

IL-1 ist ein klassisches, endogenes Pyrogen, welches sterile Entziindungsreaktionen ohne das
Vorhandensein einer Infektion auszulosen kann [121]. Es ist dabei um ein Vielfaches potenter als andere
Pyrogene wie TNF oder IL-6 [122, 123]. Nach der Bindung an seinen Rezeptor und der daraus
resultierenden Auslosung der Signalkaskade (Kap. 1.3.3), fiihrt es zu einer vermehrten Ausschiittung
anderer pro-inflammatorischer Mediatoren wie TNF, IL-6, Chemokinen oder Stickstoffmonoxid.
AuBerdem aktiviert es andere Immunzellen wie Makrophagen, die hierdurch vermehrt Phagozytose

betreiben. Dariiber hinaus werden auch T-Zellen, B-Zellen, Dendritische Zellen und NKs aktiviert [124].
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Neben der entscheidenden Rolle in akuten Entziindungsreaktionen ist insbesondere IL-1f an chronisch-
entziindlichen als auch an auto-inflammatorischen Erkrankungen beteiligt [112].

Das Inflammasom ist Teil des angeborenen Immunsystems und wird durch PAMPs oder DAMPs
aktiviert. Die PRRs, an die die PAMPs und DAMPs binden, sind anders als die transmembraniren PRRs
wie TLRs und CLR nicht in der Plasmamembran oder den Endosomen verankert, sondern kommen

intrazelluldr vor [125].

1.3.2 Generierung von Interleukin-1p tiber das Inflammasom

Das NLRP3 Inflammasom ist das bisher am besten untersuchte Inflammasom und kann durch eine
Vielzahl unterschiedlicher Stimuli aktiviert werden [126]. Es besteht aus dem Sensor NLRP3, dem
Adaptorprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain)
und dem Effektorenzym Caspase-1 [120]. Zunichst erfolgt das so genannte Priming bzw. das 1. Signal.
Hierbei konnen PAMPs wie LPS an den TLR4 oder pro-inflammatorische Zytokine wie TNF oder IL-
1B an ihre jeweiligen Rezeptoren binden und die Transkription der Vorlduferproteine von IL-1f und IL-
18 induzieren. Im zweiten Schritt bzw. dem 2. Signal, erfolgt dann die eigentliche, durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Stimuli induzierte Aktivierung von NLRP3 und die Formierung des NLRP3
Inflammasoms (Abb. 1-6). Zu den Induktoren z#dhlen einige DAMPs, wie z. B. porenformende Toxine
[127], als auch ATP (Adenosintriphosphat), das iiber die Aktivierung des P2X Purinrezeptor 7 (P2X57)
sowohl der Kalium-Efflux als auch den Calcium-Influx kontrolliert [128, 129]. Auch exogene oder
endogene Partikel wie Harnsédure, Aluminium oder Asbest, die {iber Phago- oder Endozytose intrazellulidr
aufgenommen und lysosomal prozessiert und schlieflich zur Disruption fithren konnen, zdhlen hierzu
[130]. Zusitzlich werden als Folge lysosomale Hydrolasen wie Cathepsine frei, die direkt oder indirekt
iiber die Induktion von Kalium-Efflux oder Calcium-Influx zur Aktivierung des Inflammsoms fiihren
[131]. Als weitere Organellen konnen defekte Mitochondrien und insbesondere die freigesetzten
mitochondrialen ROS als 2. Signal fiir NLRP3 dienen [132], welche auch durch unterschiedliche PAMPs
von Bakterien, Viren oder Pilzen beeinflusst werden [133, 134]. Die exakten Mechanismen der
Inflammasom-Aktivierung durch PAMPs ist jedoch noch nicht vollstidndig geklért [120].

Nach der NLRP3-Aktivierung kommt es zur Oligerimisierung von NLRP3 mit ASC und der inaktiven
pro-Caspase-1, die gespalten und aktiviert wird. Die Caspase-1 kann dann die Vorlduferproteine von IL-
1B und IL-18 in ihre aktiven Formen spalten. Auerdem wird Gasdermin D (GSDMD) ebenfalls aktiviert,

das Poren in die Zellmembran einbringen kann, was zur Pyroptose fiihrt [135].
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Abbildung 1-6: Priming und Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms. Das 1. Signal, das auch als Priming
bezeichnet wird, ist auf der linken Seite gezeigt. Hier konnen z. B. PAMPs wie LPS TLRs aktivieren oder
Zytokine wie IL-1p ihren jeweiligen Rezeptor. Es kommt iiber die Induktion des Transkriptionsfaktors NFkB
zur Expression der Vorlduferformen von IL-1p und IL-18 (pro-IL-1p und pro-IL-18). Beim 2. Signal bzw.
der eigentlichen Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms, die auf der rechten Seite gezeigt ist, konnen viele
unterschiedliche Stimuli die Oligerimisierung des NLRP3 Inflammasoms induzieren, wobei der Sensor
NLRP3 an das Adaptorprotein ASC bindet und dieser schlieflich mit dem Effektorprotein pro-Caspase-1
interagiert, sodass dieses in seine aktive Form gespaltet wird. Das Caspase-1 Enzym kann so IL-1p und IL-
18 aus seiner Vorldauferform generieren. Diese konnen schlielich von der Zelle sezerniert werden und rufen
eine pro-inflammatorische Immunantwort hervor. Aufierdem kann Caspase-1 GSDMD aus der inaktiven FL-
(full length-)GSDMD-Form spalten, sodass dieses Poren in der Zellmembran formen kann. Hierdurch konnen
zum einen IL-1p und IL-18 freigesetzt werden, zum anderen induzieren die Poren den inflammatorischen
Zelltod, der als Pyroptose bezeichnet wird. Abbildung modifiziert nach [135] mit freundlicher Genehmigung
von MDPI.
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1.3.3 Interleukin-1 Signalweg

Zur Auslosung einer Signalkaskade und der damit verbundenen pro-inflammatorischen Antwort binden
IL-1a und IL-1PB mit gleicher Affinitit unabhingig voneinander an ihren Rezeptor. Dabei binden sie
zunichst an den IL-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1R1), der darauthin mit seinem Ko-Rezeptor IL-1 Rezeptor-
akzessorischem Protein (IL-1RAcP) dimerisiert. Hierdurch ndhern sich die beiden intrazelluldaren TIR-
(Toll/IL-1-Rezeptor) Doménen der beiden Rezeptorketten an, sodass MyD88 sowie die Interleukin-1
Rezeptor-aktivierte Proteinkinase 4 (IRAK4) binden konnen [136]. Parallel dazu werden IRAK1 und
IRAK?2 (auto)phosphoryliert, worauthin die Rekrutierung und die Oligerimisierung von TRAF6 folgt.
Der Proteinkomplex aus IRAK1/2 und TRAF6 kann so vom Rezeptorkomplex wegdiffundieren und die
Verbindung der TGFp-aktivierten Proteinkinase 1 (TAK1) mit dem TAK-bindenden Protein 1 (TAB1)
unterstiitzen [137]. Es folgt zum einen eine Aktivierung des MAPK-Signalwegs, wobei die MAPK p38
und die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) phosphoryliert werden und so den Transkriptionsfaktor AP-1
(Aktivierendes-Protein-1) aktivieren. Auf der anderen Seite kann auch der NFkB-Signalweg angetriggert
werden, wodurch der Transkriptionsfaktor NFxB, ebenso wie AP-1, fiir die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine sorgt und eine entziindliche Immunreaktion ausgeldst wird (Abb. 1-7) [138].
Der endogen vorkommende Antagonist IL-1Ra bindet mit der gleichen Affinitit wie IL-1o und IL-1p an
den IL-1R1, jedoch wird durch seine Bindung keine Dimerisierung mit den Ko-Rezeptor IL-1RAcP
ausgelost und die Signalweiterleitung bleibt aus. Normalerweise sind IL-1 und IL-1Ra in einem
ausgeglichenen Verhiltnis vorhanden, bei bestimmten autoinflammatorischen Erkrankungen kann aber
eine Uberproduktion von IL-1 oder eine Unterproduktion von IL-1Ra vorliegen, sodass es zu
pathologischen Zustinden kommt [139]. Anakinra ist ein rekombinanter IL-1 Rezeptor Antagonist und
wird indikationsgerecht bei der rheumatoiden Arthritis [140] oder periodischen Fiebersyndromen wie
Morbus Still oder dem Makrophagenaktivierungssyndrom eingesetzt [141, 142].

Ein weiterer endogener Regulator des IL-1 Signalwegs ist der IL-1 Rezeptor Typ 2 (IL-1R2). Der IL-
1R2 agiert als so genannter ,,L.ockvogel-Rezeptor*, an den zwar IL-10 und IL-1 binden kénnen, jedoch
auf Grund der fehlenden TIR-Domine keine Signalweiterleitung moglich ist. IL-1R2 existiert als
membrangebundene, als sezernierte sowie als abgespaltene Form und wird somit sowohl intra- als auch
extrazelluldr sowie an der Zellmembran exprimiert [143]. Dabei binden alle Formen IL-18 mit einer

hoheren Affinitit als IL-1o [144].
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Abbildung 1-7: IL-1 Signalweg. IL-1a und IL-1p binden mit gleicher Affinitit an IL-1R1, sodass dieser mit
IL-1RAcP ein Dimer bildet. Wenn sich die beiden TIR-Dominen der beiden Rezeptorketten auf der
intrazelluldren Seite anndhern, wird MyD88 und IRAK4 rekrutiert. IRAK4 (auto)phosphoryliert IRAK1 und
IRAK?2, sodass diese TRAF6 binden konnen. Der IRAKI1/2-TRAF6 Proteinkomplex kann so vom
Rezeptorkomplex wegdiffundieren und die Bindung von TABI1 und TAKI an TRAF6 unterstiitzen.
Hierdurch kann zum einen der NFkB-Weg aktiviert werden, indem die IKK (Inhibitor des Nuklearfaktor
kappa B Kinase) kB (Inhibitor des Nuklearfaktor kappa B) phosphoryliert, was dazu fiihrt, dass dieser von
NF«kB wegdiffundiert und selbst iiber das Proteasom degradiert wird. NFkB kann so als Transkriptionsfaktor
an die DNA im Zellkern binden und fiir eine pro-inflammatorische Immunantwort sorgen. Auf der anderen
Seite kann der TAB1/TAK1/TRAF6-Proteinkomplex auch den MAPK-Weg aktivieren. Hierbei wird die
Mitogen-aktivierende Kinase Kinase (MKK) aktiviert, die die MAPK JNK und p38 phosphoryliert, sodass
diese den Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren konnen. Es erfolgt, genau wie beim NFxB-Weg, eine
vermehrte Expression pro-inflammatorischer Gene und somit eine positive Entziindungsreaktion. Der
endogene, kompetitive Antagonist IL-1Ra kann ebenfalls an den IL-1R1 binden und so eine Auslosung der
Signalkaskade verhindern. Der ,,Lockvogel-Rezeptor* IL-1R2 vermag zwar IL-1a und IL-1B zu binden, auf
Grund der fehlenden TIR Domine erfolgt jedoch keine Signalweiterleitung bei Dimerisierung mit dem Ko-
Rezeptor IL-1RAcP. Abbildung modifiziert nach [145] mit freundlicher Erlaubnis von Bio-Techne.
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1.3.4 Endozytose und Internalisierung des IL-1 Rezeptors

Bindet ein Zytokin an seinen korrespondierenden Rezeptor, so kann die Signalweiterleitung wesentlich
iiber die Rezeptorendozytose beeinflusst und reguliert werden. Nach Bindung des jeweiligen Liganden,
kann der Rezeptor internalisiert werden und entweder degradiert oder recycelt werden. Dariiber hinaus
konnen, wie bereits fiir die TLRs beschrieben, Endosomen auch als Signalplattformen dienen [146]. IL-
la und IL-1p kénnen ebenfalls nach ihrer Bindung an IL-1R1 und IL-1R2 dessen Aufnahme iiber die
Endozytose induzieren, wihrend IL-1Ra bei Bindung an IL-1R1 keine Rezeptorinternalisierung auslost
[147]. Die Annahme, dass der IL-1R1 iiber die CME internalisiert wird, beruht auf der Beobachtung,
dass die als CME-Inhibitoren bekannten Stoffe wie Dynasore und Pitstop2 oder die Ausschaltung der
Gene fiir Dynamin 1 und 2 die zelluldre Aufnahme verhindern konnten [148, 149]. Jedoch kann auch die
CIE in Abhingigkeit von Dynamin verlaufen und es sind auch Arbeiten bekannt, die sowohl eine
Inhibierung der CME als auch der CIE fiir Pitstop2 proklamieren [150]. Eine neuere Arbeit zeigt den
Einfluss von Lipid Rafts auf die Internalisierung des IL-1R1 finden [151]. Somit ist der Mechanismus
der Rezeptorendozytose des IL-1 Rezeptors noch nicht abschlieend geklart.

1.4 Zielsetzung

Der Einfluss des angeborenen Immunsystem auf zahlreichen Krankheitsbildern im Menschen zieht nach
sich, dass immer intensiver an moglichen immunpharmakologischen Angriffspunkten geforscht wird und
das Interesse an Arzneistoffen, die das Immunsystem beeinflussen, ungebrochen ist [152].
Lysosomotrope Arzneistoffe wie Chloroquin sind sowohl fiir ihre immunmodulierenden Eigenschaften
als auch ihrem FEinsatz als Inhibitoren der Autophagozytose und Endozytose bekannt [153]. Stérungen
der Autophagozytose fithren zu teilweise lebensbedrohlichen Krankheiten wie Tumoren oder
autoinflammatorischen Erkrankungen [58, 154]. Dariiber hinaus kdnnen viele entziindliche Signalwege
iiber die Rezeptorendozytose der jeweils beteiligten Strukturen beeinflusst werden [147]. Somit biirgen
lysosomotrope Arzneistoffe indikationsunabhingig das Risiko von entziindlichen unerwiinschten
Wirkungen. Wihrend sich viele der Arbeiten unserer Arbeitsgruppe schon einschldgig mit dendritischen
Zellen und Langerhans Zellen auseinandergesetzt haben [155-157], soll in dieser Arbeit ein besonderer
Fokus auf Makrophagen als weitere wichtige Vertreter der myeloiden Immunzellen gelegt werden.

Das erste Ziel meiner Arbeit ist somit, geeignete in vitro Modellen humaner Makrophagen zu entwickeln
und zu charakterisieren, um auf Grundlage dieser immunbiologischen Prozesse besser verstehen und
Arzneistoffeffekte prizise vorhersagen zu konnen.

Zunichst sollen sowohl fiir eine Zelllinie als auch fiir primidre Makrophagen die optimalen
Kulturbedingungen und Differenzierungsmethoden etabliert werden. Geplant ist dabei zum einen die

Verwendung von THP-1 Zellen, die zu THP-1 Makrophagen differenziert werden. Zum anderen sollen
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in Anlehnung an die bereits erfolgten Arbeiten mit primidren humanen dendritischen Zellen und
Langerhans Zellen mit aus humanen Blutspenden generierten Monozyten gearbeitet werden, die durch
die Zugabe definierter Mengen an Zytokinen bzw. Stimuli zu primédren Makrophagen polarisiert werden.
Zur Charakterisierung soll systematisch der Einfluss der Kultur- und Differenzierungsbedingungen auf
die Expression zellspezifischer Oberflichenmarker sowie die Immunantwort unter entziindlichen
Bedingungen tiberpriift werden.

Der zweite Teil meiner Arbeit soll sich mit der Untersuchung der charakterisierten Zelltypen in
Anwesenheit von lysosomotropen Stoffen, insbesondere unter sterilen entziindlichen Bedingungen,
beschéftigen. Arbeiten unserer Arbeitsgruppe in dermalen dendritischen Zellen weisen darauf hin, dass
lysosomotrope Arzneistoffe wie Chloroquin und Beta-Adrenozeptor-Blocker die Immunantwort auf IL-
1B verstirken konnen und dies in Zusammenhang mit den Autophagie-inhibierenden Eigenschaften
dieser Stoffe steht [156, 157]. Somit soll Chloroquin als Leitsubstanz verwendet werden, dariiber hinaus
aber auch weitere lysosomotrope Arzneistoffe, die &dhnliche chemische FEigenschaften aber
unterschiedliche Indikationen besitzen. Die Beeinflussung der Immunantwort von Makrophagen unter
verschiedenen inflammatorischen Bedingungen soll dabei mit géingigen immunologischen und
molekularbiologischen Verfahren untersucht werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit sollen die
intrazelluldiren Vorginge und die beteiligten Strukturen genauer erforscht werden. Dabei soll
insbesondere iiberpriift werden, welchen Einfluss lysosomotrope Stoffe auf Autophagozytose und
Endozytose haben und in wie weit dies im Zusammenhang mit moglichen immunmodulierenden
Eigenschaften steht.

Im letzten Teil der Arbeit soll getestet werden, ob die zuvor identifizierten Vorgédnge und Mechanismen
lysosomotroper Arzneistoffe sich alleine auf Zellen des Immunsystems beziehen oder von der Zellart

unabhingig sind.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 2-1: Auflistung der verwendeten Geriite

Gerit Hersteller

Absaugpumpe Vaccubrand BRAND GmbH + CO KG, Wertheim am Main
Absaugvorrichtung BRAND GmbH + CO KG, Wertheim am Main
Absaugvorrichtung VWR International GmbH, Darmstadt
Analysenwaage AG204 Mettler-Toldeo GmbH, GieBlen
Analysenwaage AG285 Mettler-Toldeo GmbH, Gielen

Analysenwaage XS205 DualRange
Autoklav Laboklav 135

Autoklav Systec V-95

Brutschrank Binder C150

Brutschrank HeraCell 240i

Digitale Spiegelreflexkamera Canon Eoas
2000D

Durchflusszytometer CytoFLEX

Elektrophoresenetzteil Power Pac Basic
Elektrophoresenetzteil Power Pac HC
Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop BZ-
8000

Gefrierkombination (4 °C/ -20 °C)
Gefrierkombination (4 °C/ -35 °C) ML300c
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)

Gefrierschrank (-80°C) Hera freeze
Geldokumentationssystem BioDocAnalyze
Geldokumentationssystem ChemiDoc MP
Geldokumentationssystem PXi
Gelelektrophoresesystem Mini-PROTEAN Tetra
Cell

Gelelektrophoresesystem Mini-Sub Cell GT
Horizontal

Kryoprobenlagerungssystem LS4800

Lichtmikroskop Axiovert 135, invers mit
Phasenkontrast

Lichtmikroskop Axiovert 25, invers mit
Phasenkontrast

Magnethalter MACS Multistand
Magnetrithrer IKAMAG RH
Magnetriihrer Variomag
Mikroplatten-Leser FLUOstar Optima
Mikroplatten-Leser Mitras? LB 943

Neubauer Zihlkammer (0,0025 mm?#/0,1 mm)
Permanentmagnet Midi MACS Separator

Mettler-Toldeo GmbH, Giefen

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss

Systec GmbH, Wettenberg

Binder GmbH, Tuttlingen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Canon Europa N.V., Amstelveen, Niederlande

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, Vereinigte
Staaten

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Keyence GmbH, Neu-Isenburg

Siemens AG, Miinchen

Electrolux Hausgerdte GmbH, Niirnberg
Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3

Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Biometra GmbH, Goéttingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Syngene, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Labrepco, Horsham, Pennsylvania, Vereinigte
Staaten von Amerika
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen

VWR International GmbH, Darmstadt

BMG Labtech GmbH, Offenburg

Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

28



Material und Methoden

pH Meter 766 Calimatic

pH Meter EL-30

Pinzetten (anatomisch/chirurgisch)

Pipetten Eppendorf Research/ Research Plus
Pipettierhilfe accu-jet pro

Plattenwaschgerit Wellwash
Plattformschiittler Titramax 100

Plattformschiittler Titramax 1000 mit Hei-MIX
Inkubator 1000

Prazisionswaage AK160

Prizisionswaage PB1502-S

gPCR System LightCycler 480

gPCR System qTOWER3G touch
Reinstwasseranlage LaboStar 2-DI/-UV

Reinstwasseranlage Milli-Q, Milipore Biocel
A10

Schiittler VIBRAX VXR basic
Sterilarbeitsbank Hera Safe HS12/ HSP15
Stickstofftank Arpege 70

Stickstofftank XL-100

Thermocycler T Gradient
Trans-Blot Turbo Transfersystem
Trockenschrank Memmert UMS500
Ultraschallbad, Sonorex Super

Vortex-Gerit Genie 2
Vortex-Geriat MS1 Minishaker
Wasserbad

Wasserbad TW12

Wippschiittler WT16

X-Band ESR Spektrometer (MiniScope MS
400) mit Temperiereinheit (BTCO1)
Zellzdhlgerit Luna fl

Zentrifuge 5415C

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge Avanti J-20 XP

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co.
KG, Berlin

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

BRAND GmbH + CO KG, Wertheim am Main
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Mettler-Toldeo GmbH, Giefen
Mettler-Toldeo GmbH, Giefen

Roche Applied Science GmbH, Mannheim
Analytik Jena AG, Jena
SG-Wasseraufbereitung und Regenerierstation
GmbH, Barsbiittel

Merck KGaA, Darmstadt

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Air Liquid Medical GmbH, Diisseldorf
Taylor-Wharton, Baytown, Texas, Vereinigte
Staaten von Amerika

Biometra GmbH, Gottingen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Memmert GmbH + Co KG, Schwabach
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

Julabo GmbH, Seelbach

Biometra GmbH, Goéttingen

Magnettech Gesellschaft fiir Mess- und
Steuertechnik mbH, Berlin

Logos biosystems, Gyeonggi-do, Siidkorea
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, Vereinigte
Staaten

Heraeus Holding GmbH, Hanau
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2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-2: Auflistung der verwendeten Reagenzien- und Verbrauchsmaterialien

Reagenz/ Verbrauchsmaterial Hersteller Artikelnummer

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma-Aldrich, Taufkirchen MS5655

diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

50 Basenpaare DNA Leiter Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 10416014

Abdeckfolie, hochtransparent und Analytik Jena AG, Jena 844-70045-0

adhisiv fiir die gPCR

Abdeckfolie, hochtransparent und Bio-Rad Laboratories GmbH, MSB1001

adhasiv fiir die gPCR Feldkirchen

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen A3678

Annexin-V-FITC BioLegend, London, Vereinigtes 640906
Konigreich

Anti-Kaninchen Antikorper, HRP- | Cell Signaling Technology, Leiden, 7074

konjugiert Niederlande

Antimycin A Sigma-Aldrich, Taufkirchen A8674

Bafilomycin A; Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes 1334
Konigreich

Bicinchoninsidure (BCA) Test Kit Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 23227

BMS-906024 Sigma-Aldrich, Taufkirchen BMO0018

Bromphenol Blau, Natriumsalz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe A512.1

Buffy-Coat Blutkonserve DRK Blutspendedienst Nord-Ost, -
Berlin

Calciumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 793639

CD14 Microbeads Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-050-201
Gladbach

cDNA Synthesekit iScript Bio-Rad Laboratories GmbH, 1708891
Feldkirchen

Chloroquin-Diphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen C6628

Chlorpromazin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen C8318

Cyan/ Orange Ladepuffer (Tracklt) | Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 10482028

CytoFLEX Daily QC Fluorespheres | Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, B53230
Vereinigte Staaten

D-(+)-Glukose Sigma-Aldrich, Taufkirchen G8270

DAPT Absource diagnostics GmbH, Miinchen | S2215

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 159220

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 9610

Wasser, steril

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 4720.1

Dimethylsulfoxid (DMSO), steril Sigma-Aldrich, Taufkirchen D4540

Dinatriumhydrogenphosphat AppliChem GmbH, Darmstadt A3567

Diphenyleneiodium (DPI) Cayman Chemical, Ann Abor, 81050
Michigan, Vereinigte Staaten

DL-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Taufkirchen D-0632

DMEM (Dulbecco’s Modified Sigma-Aldrich, Taufkirchen D6546

Eagle’s Medium), hoher

Glukoseanteil (4,5 g/1)

DMEM (Dulbecco’s Modified PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P04-03500

Eagle’s Medium), hoher

Glukoseanteil (4,5 g/1)

DNA Taq Polymerase Minerva Biolabs GmbH, Berlin 530050
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Dyanasore

ECL-Reagenz Western-Ready
Substrate Kit

EDTA
(Ethylendiamintetraessigséure)
(Dinatriumsalz, Dihydrat)
EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure)
(Tetranatriumsalz, Dihydrat)
ELISA Kit CXCLS8/ IL-8,
unbeschichtet

ELISA Kit DuoSet IL-1Ra

ELISA Kit IL-10, unbeschichtet
ELISA Kit IL-6, unbeschichtet
ELISA Kit TNF, unbeschichtet
Ethanol, absolut

Falthandtiicher (Zellstoft)

Filter fiir CO; Inkubator
Fluoxetin-Hydrochlorid

Fotales Kélberserum

Gel-Red Nukleinsidure Farbstoff
Gibco OptiMEM, serumreduziertes
Medium, ohne Phenolrot
Glaskapillaren, 1,2/ 1 mm

Glycerol

Glycin

GM-CSF (Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender Faktor)
HEK?293 Zellen

HEK blue IL-1B Zellen

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinyl)-Ethansulfonsdure)
Hygromycin B Gold

IFN-y (Interferon-y)

IGEPAL CA-630

Immun-Blot PVDF-
(Polyvinylidenfluor-)Membran
innuPREP RNA Mini Kit 2.0

INTERFERin Transfektionsreagenz

iTaq Universal SYBR Green
Supermix

Kalibrierlosung pH-Meter
Kaliumchlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hildebrandt & Bartsch GmbH & Co.
KG, Henstedt-Ultzburg

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Hirschmann LaborgeriteGmbH & Co.
KG, Eberstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) GmbH, Braunschweig
InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Analytik Jena AG, Jena

Polyplus-transfection SA, Illkirch-
Graffenstaden, Frankreich

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

D7693
426302

8043.1

E6511

88-7066-88
DY280

88-7106-88
88-7066-88
88-7346-88
32205

2054126

50050737
F132
S0615
SCT123
11058-021

9201012
3783.1

5429.3
130-093-866

ACC305
Hkb.il1b

RDDO002

Ant-hg-1
130-096-481

13021
1620177

845-KS-2040250

409-01

172-5125

1990050001
6781.3
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Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kosmetiktiicher

Kryorohrchen

L-685,458

LC3B Antikorper aus dem
Kaninchen

L-Glutamin

Lipofectamin 2000
Transfektionsreagenz

LPS (Salmonella enterica
Minnesota R60)

LysoTracker Red DND-99 (LTR)
Magermilchpulver

Magnetische Siaule LS Columns

Markierband, verschiedene Farben
M-CSF (Monozyten-Kolonie-
Stimulierender Faktor)

Mission siRNA,
Fluoreszenzmarkierte, universelle
Negativkontrolle #1, Cyanin 3
mitoTEMPO

Monoklonaler Antikorper (Klon
MOPC-21), PE-konjugiert, 1gG1,k
aus der Maus (Isotypenkontrolle)
Monoklonaler Antikorper (Klon
MPC-11), FITC-konjugiert, I[gG1,k
aus der Maus (Isotypenkontrolle)
Monoklonaler Antikorper (Klon
S43.10), PerCP-konjugiert, IgG2a
aus der Maus (Isotypenkontrolle)
Monoklonaler humaner CD11b
Antikorper (Klon ICRF44 ), PE-
konjugiert, IgG1,k aus der Maus
Monoklonaler humaner CD14
Antikorper (Klon TiiK4), PerCP-
konjugiert, IgG2a aus der Maus
Monoklonaler humaner CD163
Antikorper (Klon GH/61), PE-
konjugiert, IgG1,k aus der Maus
Monoklonaler humaner CD68
Antikorper (Klon Y1/82A), FITC-
konjugiert, IgG1,k aus der Maus
Mykoplasmendetektionskit Venor
GeM Classic
N,N,N’,N'-Tetramethylethan-1,2-
diamin (TEMED)
N-Acetyl-L-Cystein (NAC)
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat Monohydrat

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Hildebrandt & Bartsch GmbH & Co.
KG, Henstedt-Ultzburg

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
Absource diagnostics GmbH, Miinchen
Cell Signaling Technology, Leiden,
Niederlande

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

[158]

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sucofin, Zeven

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich

Minerva Biolabs GmbH, Berlin
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

104877
6751.1

2054692
72.379
S7673
2775

G7513
11668019

L7528
12307
130-042-401

AK®65.1
130-096-492
SIC003

SMLO0737
400112

400310

130-094-967

982606

130-113-150

333606

333806

11-8100
2367
A9165

27810.295
D5670
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Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid-Pldtzchen
Nitrilhandschuhe

Normocin

Nunc MaxiSorp 96-Well ELISA-
Platten

NycoPrep 1.077

Pam,CSK4

Pams;CSK4

Parafilm

Pasteurpipetten, ca.225 mm

PCR-Platte, 96-Well, weils mit
seitlichem Halbrand

PCR-Platte, 96-Well, weill/klar mit
seitlichem Halbrand
Penicillin-Streptomycin
Perm/Wash-Puffer

Phorbol-12-myristat-13-acetat
(PMA)

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS)

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS)

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS) mit Magnesium und Calcium
Pierce BCA Protein Assay Kit
Pierce LDH Zytotoxizitits-Test-Kit
Pipettenspitzen 10/ 200/ 1000 pl

Pipettenspitzen mit Filter, steril,
pyrogenfrei, PCR-rein 20/ 100/ 300/
1000 ul

Pipettenspitzen TipOne 10/ 200/
1000 pl

Pipettenspitzen TipOne mit Filter,
steril, pyrogenfrei, PCR-rein 10/ 20/
200/ 1000 pl

Polyklonaler Antikorper, PE-
konjugiert, IgG aus der Ziege
(Isotypenkontrolle)

Polyklonaler humaner IL-1R1
Antikorper, PE-konjugiert, IgG aus
der Ziege

Poly-L-Lysin Hydrobromid
Propidiumiodid (PI)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DACH Schutzkleidung GmbH & Co.
KG, Bietigheim

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo,
Norwegen

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
InvivoGen, Toulouse, Frankreich
VWR International GmbH, Darmstadt
BRAND GmbH + CO KG, Wertheim
am Main

Analytik Jena AG, Jena

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BD Bioscience, San Jose, CA,
Vereinigte Staaten
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg

STARLAB INTERNATIONAL GmbH,
Hamburg

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt

Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-
Nordenstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

0183
221465
871

Ant-nr-1
44-2404-21

1114550

tlrl-pm2s-1
tlrl-pms
291-1213
747720

844-70038-0
HSP9601

P4333
554723

P1585
D8537
P04-36500
D8662

23225

88954
70.1115/
70.760.002/
70.762.010
70.1116.210/
70.760.212/
70765210/
70.762.211
S1110-3000-C/
S1111-1006-C/
S1111-6001-C
S1121-2710-C/
S1120-1710-C/
S1120-8710-C/
S1126-7710-C
IC108P

FAB2698

P6282
P4864
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Protease/ Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100x)

Proteinleiter, vorgefirbt (10-245)
Pyrogenfreies Wasser fiir die
Zellkultur

Pyrogenfreies Wasser fiir die
Zellkultur

QUANTI-Blue

Quanti-Blue SEAP
Detektionslosung
Reagenzrohre 15/ 50 ml

Reagenzrohre 15/ 50 ml
Reagenzrohre 5 ml
Durchflusszytometrie
Reaktionsgefal3 1,5 ml,
lichtundurchléssig (braun)
Reaktionsgefilie 0,5/ 1,5/ 2 ml

Reaktionsgefilie 1,5 ml
Reaktionsgefiale PCR-rein, 1,5 ml
Reaktionsgefille pyrogenfrei, 1,5
ml

Reaktionsgefile, 0,2 ml, 8er Kette
mit Deckel (PCR-Grad)
Reinigungslosung
Durchflusszytometer FlowClean
Cleaning Agent
Rekombinates-humanes IL-1f (rh-
IL-1B)

RNA Isolationskit innuPREP RNA
Mini Kit 2.0

RotiHistofix 4 % (4 %
Formaldehyd, pH 7)

Rotiphorese Gel 40

RPMI 1640

RPMI 1640, supplimiert mit L-
Glutamin

Salzsdure, konzentriert (37 %)

SB202190
Serologische Pipetten 5/ 10/ 25 ml

siRNA gegen STX-17 und negative
Kontrolle

siRNA Puffer 5x siMAX universal
buffer

SP600125

Spritze 5/ 10/ 20 ml, steril

SQSTM1/ p62 Antikorper aus dem
Kaninchen

Cell Signaling Technology, Leiden,
Niederlande

AppliChem GmbH, Darmstadt
Biowest, iiber VWR International
GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
InvivoGen, Toulouse, Frankreich

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
VWR International GmbH, Darmstadt
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

BioLegend, London, Vereinigtes
Konigreich
Analytik Jena AG, Jena

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
Eurofins Genomics GmbH, Hamburg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Cell Signaling Technology, Leiden,
Niederlande

5872

AB8889
L0970

3255.1

Rep-gb
Rep-gbl, rep-qb2

62.554.502/
62.547.254
188271/ 227261
551579

72706001

72.699/
72.690.001/
72.691
211-2161
0030.123.328
0030.121.589

732-0546

A64669

579406
845-KS-2040050
P087.1

T802
R0O883
21875091

9277.2

S7067
86.1253.001/
86.1254.001/
86.1685.001

S$5567

0057.1/ 0058.1/
0059.1

8025
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Sterilfilter 0,2 pm fiir DMSO
Sterilfilter 0,2 um fiir teilorganische
Losungen

Sterilfilter 0,2 pm fiir wissrige
Losungen

Sterilfilteraufsatz 0,2 um

Sterilindikatorband

SYBR Safe DNA Gelfarbstoff
TEMPO (2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin 1-Oxyl)
Tetramethylbenzidin (TMB)

THP-1 Zellen

Tiefenreinigungskonzentrat
Durchflusszytometer CONTRAD
70

Tragerfliissigkeit
Durchflusszytometrie CytoFLEX
Shealth Fluid
Tris(hydroxymethyl)aminomethane-
(TRIS-) Hydrochlorid (HCI)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIS)-Base

Trypan Blau

TrypLE Express

TWEEN 20

U0126

Vernichtungsbeutel,
(Autoklavierbeutel) grof3
Vernichtungsbeutel, klein
Wasser, PCR-Grad
Wasserstoffperoxid-Losung, 30 %

Zellkulturflasche 25/ 75/ 150 cm?
Zellkulturflasche 25/ 75/ 175 cm?
Zellkulturplatte 24-well
Zellkulturplatte 24-well

Zellkulturplatte 6-well

Zellkulturplatte 96-well
Zellkulturplatte 96-well

Zellschaber Grofe S

Zeocin
Zitronensdure Monohydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) GmbH, Braunschweig
Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tocris Bioscience, Bristol, Vereinigtes
Konigreich
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz
SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
VWR International GmbH, Darmstadt
TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht
TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

KC72.1
83.1826.001

83.1826.102

99255

XC20.1
S33102
214000

860336
ACC16

81911

B51503

T3253

5429

T6146
12604013
9127.1

1144

86.1200

86.1197
733-2573
216763

90025/ 90075/
90150
83.3910.002/
83.3911.002/
83.3912.002
83.3922.005
734-0056
92406

83.3924.005
92696

99002

Ant-zn-1
C1909




Material und Methoden

B-Aktin Antikorper aus dem Cell Signaling Technology, Leiden, 4970
Kaninchen Niederlande

2.1.3 Verwendete L6sungen

2.1.3.1 Lésungen zur Zellkultivierung

Fiir die Kultivierung von THP-1 Monozyten und THP-1 Makrophagen sowie primidren Monozyten und
Makrophagen aus peripheren, mononukledren Blutzellen (PBMCs) wurde Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 Medium verwendet. Dieses wurde auflerdem mit folgenden Zusétzen
supplementiert, wobei in spiteren Experimenten ein bereits mit 2 mM L-Glutamin versetztes RMPI 1640

Medium verwendet wurde:

Tabelle 2-3: Komplettiertes RPMI 1640 Medium

Zusatz zu RMPI 1640 Medium Menge
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %
(L-Glutamin 2 mM)
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Dieses Medium wurde vor allem fiir die THP-1 Zellen sowie die primidren Monozyten verwendet und
diente auBerdem als Grundmedium fiir sdmtliche Stimulationsversuche mit THP-1 Monozyten, THP-1
Makrophagen sowie primidren Makrophagen. Fiir die Differenzierung von THP-1 Monozyten zu THP-1
Makrophagen wurde dem komplettierten RPMI 1640 Medium (Tab. 2-3) Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) zugesetzt (5 oder 25 ng/ml).

Tabelle 2-4: Differenzierungsmedium fiir THP-1 Makrophagen

Zusatz zu komplettiertem RPMI 1640 Medium  Menge
| Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) | 5 und 25 ng/ml

Zum Einfrieren der THP-1 Monozyten wurde das komplementierte RPMI 1640 Medium (Tab. 2-3) mit
DMSO versetzt und unter Lichtausschluss bei 4°C bis zur Verwendung gelagert:

Tabelle 2-5: Einfriermedium fiir THP-1 Monozyten

Zusatz zu komplettiertem RPMI 1640 Medium  Menge
| DMSO (Dimethylsulfoxid), steril | 5%

In ausgewihlten Versuchen wurden THP-1 Makrophagen mit siRNA (short interfering ribonucleic acid)
transfiziert (Kap. 2.3.2). Hierfiir wurde antibiotikafreies, komplettiertes RPMI 1640 Medium verwendet,

da Antibiotika im Medium die Transfektion mit siRNA storen konnen.
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Tabelle 2-6: Antibiotikafreies, komplettiertes RPMI 1640 Medium

Zusatz zu RMPI 1640 Menge
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert 10 %
L-Glutamin 2 mM

Fiir die Isolation von PBMCs aus Buffy-Coat Blutkonserven wurde phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS) nach Dulbecco ohne Magnesium und Calciumionen verwendet, das bereits durch den Hersteller
auf Endotoxinfreiheit getestet wurde. Dieses wurde fiir die Herstellung des Isolationspuffers mit
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) versetzt, um die Blutgerinnung zu verhindern. Hierbei wirkte
EDTA als Komplexbildner fiir mehrwertige Ionen wie Calcium, die fiir die Blutgerinnungskaskade
essentiell sind [159]. EDTA wurde zunéchst in einem kleinen Teil PBS gelost und anschlieBend wurde
das geloste EDTA mittels Sterilfiltration iiber einen 0,22 pm Filter der restlichen PBS-Menge zugefiihrt.
Der Puffer wurde wie folgt hergestellt:

Tabelle 2-7: PBS mit EDTA

Zusatz zu PBS Menge
| Ethylentetraessigsidure , Natriumsalz (EDTA) | 2 mM

In ausgewihlten Experimenten wurden die Monozyten iiber magnetische Separation aus den zuvor
isolierten PBMCs gewonnen. Hierfiir wurde PBS mit EDTA zusitzlich mit bovinem Serumalbumin
(BSA) versetzt, welches zunéchst in PBS mit EDTA (Tab. 2-7) gelost und anschlieBend sterilfiltriert

wurde.

Tabelle 2- 8: Isolierungspuffer

Zusatz zu PBS mit EDTA Menge
| Bovines Serumalbum (BSA) 10,5 %

Die Polarisierung von primédren Monozyten zu M1- und M2-ihnlichen Makrophagen erfolgte ebenfalls
mit komplettiertem RPMI 1640 Medium, dem GM-CSF und M-CSF (Monozyten-Kolonie-
Stimulierender Faktor) zugesetzt wurden. Diese Zytokine konnen auch unter physiologischen
Bedingungen von Immunzellen sezerniert werden und fithren dort zur Differenzierung von

Granulozyten, Dendritischen Zellen und Makrophagen [160].

Tabelle 2-9: Differenzierungsmedium fiir priméire M1-ihnliche Makrophagen

Zusatz zu komplettiertem RPMI 1640 Medium  Menge
GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonie- 100 ng/ml
stimulierender Faktor)
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Tabelle 2-10: Differenzierungsmedium fiir priméire M2-dhnliche Makrophagen

Zusatz zu komplettiertem RPMI Medium
M-CSF (Makrophagen-Kolonie-Stimulierender
Faktor)

Menge
50 ng/ml

Fiir die Kultivierung von HEK293 und HEK blue IL-1B Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) mit einem erhohten Glukoseanteil (4,5 g/l) verwendet. Fiir die HEK293 Zellen wurde

dieses Medium mit folgenden Zusétzen supplementiert:

Tabelle 2-11: Wachstums- und Stimulationsmedium von HEK293 Zellen

Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose)

Menge
| Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert

| 10 %

HEK blue IL-1p Zellen waren zusitzlich stabil mit dem IL-1 Rezeptor transfiziert. Somit mussten dem
Wachstumsmedium verschiedene Selektionsantibiotika zugesetzt werden, sodass Zellen, die den IL-1
Rezeptor nicht mehr exprimieren, absterben und eine positive Selektion der HEK Zellen mit IL-1
Rezeptor stattfand. Folgendes Selektionsmedium wurde als Wachstumsmedium fiir die HEK blue IL-13

Zellen verwendet, wobel auch hier DMEM mit hohem Glukoseanteil als Grundmedium verwendet

wurde:

Tabelle 2-12: Selektionsmedium fiir HEK blue IL-1§ Zellen

Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose) Menge
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml
Normocin 100 pg/ml
Hygromycin B Gold 200 pg/ml
Zeocin 100 pg/ml

Fiir Stimulationsversuche wurde Basalmedium verwendet, fiir das DMEM mit hohem Glukoseanteil wie

folgt versetz wurdet:

Tabelle 2-13: Basalmedium fiir HEK blue IL-1§ Zellen

Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose) Menge
Fotales Kilberserum, hitzeinaktiviert 10 %
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 50 U/ml
Streptomycin 50 pg/ml

Zum Einfrieren der HEK293 und der HEK blue IL-18 Zellen wurde DMEM mit hohem Glukoseanteil

mit hitzeinaktiviertem fotalem Kilberserum und DMSO versetzt.
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Tabelle 2-14: Einfriermedium fiir HEK293 und HEK blue IL-1§ Zellen

Zusatz zu DMEM (4,5 g/1 Glukose) Menge
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert 20 %
DMSO 10 %

Da die HEK blue IL-1B Zellen sehr leicht ablosbar waren, wurden die fiir die Stimulationsversuche
verwendeten 24- und 96-Well Platten im Vorfeld mit Polylysin-Losung beschichtet, was eine verbesserte
Zelladhdsion zur Folge hatte. Fiir die Polylysin-Losung wurde Poly-L-Lysin Hydrobromid in
pyrogenfreiem Wasser gelost und in 15 ml Rohrengefifien aliquotiert (Tab. 2-15). Die Aliquots wurden
bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2-15 Polylysin-Losung

Zusatz zu pyrogenfreiem Wasser Menge
Poly-L-Lysin Hydrobromid, einsetzbar fiir die 0,1 mg/ml
Zellkultur

Serum ist ein komplexer, ndhrstoffreicher Zusatz, der routineméBig in der Zellkultur eingesetzt wird.
Wie oben ersichtlich, wurde allen verwendeten Zellkulturmedien hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum
zugesetzt. Hierzu wurde die noch versiegelte aufgetaute Flasche fotales Kilberserum auf dem Wasserbad
auf 56 °C erwarmt und fiir 30 Minuten inkubiert, wobei das Serum wihrenddessen zwei bis drei Mal
aufgeschiittelt wurde, um eine gleichmifige Erwdrmung zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde das
hitzeinaktivierte Serum in 50 ml Rohren aliquotiert, die Deckel der Rohren zusitzlich mit Parafilm
verschlossen und bei -20 °C bis zur Benutzung weggefroren. Die Hitzeinaktivierung basierte auf der
Annahme, dass so noch im Serum enthaltene Komplementfaktoren inaktiviert werden und eine dadurch
ausgeloste Aktivierung der Immunzellen ausgeschlossen werden kann [161]. Dennoch ist umstritten,
welchen Einfluss die Hitzeinaktivierung hat [162]. Da hitzeinaktiviertes Serum aber standardmifig als
Medienzusatz fiir Dendritische Zellen und HEK blue Zellen in unserem Labor angewendet wurde, wurde
in dieser Arbeit ebenfalls so verfahren um eine gewisse Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten [156, 157,

163-166].

2.1.3.2 Loésungen fiir den Mykoplasmen-Test

Der Mykoplasmen-Test ist ein in regelmidBigen Abstinden durchgefiihrter Test zum Ausschluss einer
Kontamination der Zellkulturen mit Mykoplasmen (Kap. 2.2.6). Nach erfolgreicher Amplifikation der
moglicherweise in den Proben enthaltenden Mykoplasmen-DNA wurde diese mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschliefend analysiert. Hierfiir wurde ein 5-fach konzentrierter TRIS-Borat-EDTA-
(TBE-) Puffer hergestellt, der wie in Tabelle 2-16 zusammengesetzt war und bei Bedarf 1:5 verdiinnt

wurde. Die Lagerung des TBE-Puffers erfolgte bei Raumtemperatur.
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Tabelle 2-16: 5x TBE-Puffer

Zusatz Menge
TRIS-Base 108 g
Borsédure 55¢
0,5 M Natrium-EDTA-L6sung (pH 8,0) 40 ml
Destilliertes Wasser 1960 ml

Die im TBE-Puffer enthaltene Natrium-EDTA-L6sung wurde wie folgt hergestellt:

Tabelle 2-17: 0,5 M Natrium-EDTA-Losung (pH 8,0)

Zusatz zu doppelt destilliertem Wasser Menge
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) 0,5M
(Dinatriumsalz, Dihydrat)

Natriumhydroxid-Losung (1 M) nach Bedarf

Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid-Losung auf 8,0 eingestellt, wobei anzumerken ist, dass das
Natrium-EDTA erst vollstindig in Losung ging, sobald der pH richtig eingestellt wurde. Die Losung
wurde anschlieBend autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Fiir die Gelelektrophorese wurde ein 1,5 %iges Agarosegel gegossen. Hierfiir wurde das Agarosegel wie
in Tabelle 2-18 gezeigt hergestellt, wobei die Agarose unter standigem Riihren mit Hilfe eines Glasstabs
auf der Heizplatte erwdrmt wurde, bis diese komplett gelost und das Gel klar war. Dabei wurde darauf

geachtet, dass moglichst wenig Luftblasen eingeriihrt wurden.

Tabelle 2-18: Agarosegel fiir Mykoplasmen-Test

Zusatz Menge
Agarose 045¢g
TBE-Puffer (1x) 30 ml
Gel-Red Nukleinsdure Farbstoff (spiter ersetzt 3ul
durch SYBR Green Stain)

Nach dem Erkalten wurde das Gel entweder direkt verwendet oder in feuchte Zellstofftiicher
eingeschlagen und bei 4 °C unter Lichtausschluss bis zur Verwendung gelagert, wobei die maximale

Lagerzeit ein paar Tage nicht iiberschritt.

2.1.3.3 Stocklésungen fiir Stimulationsversuche

Fir die Stimulationsversuche wurden, soweit moglich, 1000-fach konzentrierte Stocklosungen
hergestellt. Die jeweiligen Losungsmittel sind in der Tabelle 2-19 angegeben. Alle Stockldsungen
wurden unter aseptischen Bedingungen hergestellt und gegebenenfalls in pyrogenfreien
Reaktionsgefidlen (1,5 ml) aliquotiert. Nachdem die Stimuli vollstdndig gelost vorlagen, wurden diese

mittels eines 0,22 um Filters filtriert und unter den jeweils angegebenen Lagerbedingungen gelagert.
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Tabelle 2-19: Stocklosungen der Stimuli und Inhibitoren

Zusatz (mit jeweiligem Losungsmittel) Menge Lagerung
Antimycin A (in Ethanol, absolut) 10 mM -20 °C
Bafilomycin A; (in sterilem DMSO) 1 mM -20 °C
BMS-906024 (in sterilem DMSO) 10 mM -20 °C
Chloroquin-Diphosphat (in pyrogenfreiem Wasser) 20 mM 4 °C (max. 4 Wochen)
Chlorpromazin (in pyrogenfreiem Wasser) 14 mM frisch hergestellt
DAPT (in sterilem DMSO) 10 mM -20 °C

DPI (in sterilem DMSO) 5 mM -20 °C
Dynasore (im sterilem DMSO) 8 mM -20 °C
Fluoxetin (in sterilem DMSO) 20 mM -20 °C

GM-CSF (in pyrogenfreiem Wasser) 0,1 mg/ml | -20 °C

IFN-y (in pyrogenfreiem Wasser) 0,1 mg/ml | -20 °C
L-685,458 (in sterilem DMSO) 5 mM -20 °C

M-CSF (in pyrogenfreiem Wasser) 0,1 mg/ml | -20 °C

Mission siRNA Fluorescent Universal Negativ Control 10 uM -20 °C

#1, Cyanine 3 (in sterilfiltriertem Wasser, PCR-Grad)

mitoTEMPO (in pyrogenfreiem Wasser) 10 mM -20 °C
N-Acetyl-L-Cystein (in pyrogenfreiem Wasser) 1M frisch hergestellt
Pam>CSKj (in pyrogenfreiem Wasser) 0,1 mg/ml | -20 °C
Pam,CSKj (in pyrogenfreiem Wasser) 0,1 mg/ml | -20 °C
Phorbol-12-myristat-13-acetat (in sterilem DMSO) 0,1 mg/ml | -20 °C
SB202190 (in sterilem DMSO) 10 mM -20 °C
SP600125 (in sterilem DMSO) 10 mM -20 °C

U0126 (in sterilem DMSO) 10 mM -20 °C

2.1.3.4 Lésungen fiir die Durchflusszytometrie

Die zu vermessenden Zellen wurden in FACS-Puffer aufgenommen, fiir dessen Herstellung bovines

Serumalbumin in PBS mit EDTA (Tab. 2-7) gelost wurde:

Tabelle 2-20: FACS-Puffer

Zusatz zu PBS mit EDTA Menge
| Bovines Serumalbum (BSA) 10,5 %

Fiir den MitoSox-Test wurde ein spezieller MitoSox FACS-Puffer verwendet. Hierfiir wurde bovines

Serumalbumin in PBS gelost und anschlieend steril filtriert.

Tabelle 2-21: MitoSox FACS-Puffer

Zusatz zu PBS Menge
| Bovines Serumalbumin (BSA) | 1%
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2.1.3.5 Lésungen fiir Zellviabilitats-Tests

Fiir die Trypan Blau Farbung wurde Trypan Blau in PBS gel6st und anschlieBend steril filtriert. Die
Losung wurde in 1,5 ml Reaktionsgefifle aliquotiert und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur

gelagert.

Tabelle 2-22: Trypan Blau Losung, 0,4 %

Zusatz zu PBS Menge
| Trypan Blau | 0,4 %

Fiir den Annexin-V FITC/ Propidiumiodid-Test wurde ein Annexin-V Bindungspuffer hergestellt, da
Calcium fiir die Bindung von Annexin-V an das Target Phosphadidylserin bendttigt wird und somit der
standardmifig verwendete FACS-Puffer nicht angewendet werden konnte. Der Puffer wurde wie in
Tabelle 2-23 beschrieben hergestellt, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt, die Losung sterilfiltriert und bis

zur Anwendung im Kiihlschrank unter Lichtausschluss gelagert.

Tabelle 2-23: Annexin-V Bindungspuffer

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser Menge
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- | 10 mM
ethansulfonsiure)

Natriumchlorid 140 mM
Calciumchlorid 2,5 mM
Natriumhydroxid-Losung (1 M) nach Bedarf

Fiir den MTT-Test wurde das 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) unter
Lichtausschluss unter der Sterilwerkbank wie in Tabelle 2-24 beschrieben in PBS gelost und sterilfiltriert.
Die Loésung wurde in 1,5 ml Reaktionsgefidfe aliquotiert und bei -20 °C bis zur Benutzung eingefroren.
Dabei wurden die Reaktionsgefidf3e in Alufolie eingeschlagen, um den Kontakt mit Licht zu vermeiden.
Da MTT giftig ist, wurden alle Plastikwaren und Losungen, die damit in Beriihrung kamen, gesondert

entsorgt.

Tabelle 2-24: MTT-Losung

Zusatz zu PBS Menge
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 5 mg/ml
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Fiir den LDH-(L-Lactatdehydrogenase-) Test wurde ein Kit der Firma Thermo Fisher verwendet und der
LDH-Reaktionsmix nach Gebrauchsanweisung hergestellt. Hierfiir wurde ein Gefil3 des lyophilisierte
Substrats aufgetaut und mit 11,4 ml doppelt demineralisiertem Wasser gemischt. Die Mischung wurde
dann wie in Tabelle 2-25 beschrieben, in einem 15 ml Rhrchen mit dem Test-Puffer gemischt und direkt
verwendet oder bei -20 °C unter Lichtausschluss weggefroren. Die Mischung konnte so bis zu 3 Mal

aufgetaut und wiederverwendet werden.
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Tabelle 2-25: LDH-Reaktionsmix

Reagenz Menge
Rekonstituierter Substrat Mix 11,4 ml
Test-Puffer 0,6 ml

2.1.3.6 Lésungen fiir die ELISA-Analytik

Bei der ELISA-(Enzyme-linked Immunosorbent Assay-)Analytik wird die Konzentration eines
bestimmten Antigens mittels eines antikOrperbasierten Tests quantifiziert. Hierfiir wurde eine
Verdiinnungsreihe mit dem jeweiligen Standard hergestellt, wobei 1:1 mit Blockierungspuffer verdiinnt
wurde und so insgesamt 8 Standardkonzentrationnen inklusive eines Blindwerts hergestellt wurden (Tab.

2-26).

Tabelle 2-26: Standardreihen fiir die ELISA-Analytik

Standard CXCL8 IL-6 IL-10 IL-1Ra TNF

A 250 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 2500 pg/ml 500 pg/ml

B 125 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 1250 pg/ml 250 pg/ml

C 62,5 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 625 pg/ml 125 pg/ml

D 31,25 pg/ml 25 pg/ml 37,5 pg/ml 312,5 pg/ml 62,5 pg/ml

E 15,625 pg/ml | 12,5 pg/ml 18,75 pg/ml 156,25 pg/ml | 31,25 pg/ml
F 7,8125 pg/ml | 6,25 pg/ml 9,375 pg/ml 78,125 pg/ml | 15,625 pg/ml
G 3,90625 pg/ml | 3,125 pg/ml 4,6875 pg/ml | 39,0625 pg/ml | 7,8125 pg/ml
H 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml

Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Platte mit ELISA-Waschpuffer gewaschen, fiir den zunéchst
unsteriles PBS hergestellt wurde. Hierfiir wurden die in Tabelle 2-27 gezeigten Komponenten in 5 1

demineralisiertem Wasser in einem Messkolben gelost und der pH-Wert zwischen 7,2 und 7,4 eingestellt.

Tabelle 2-27: PBS fiir ELISA

Zusatz zu demineralisiertem Wasser Menge

Natriumchlorid 137 mM
Kaliumchlorid 2,7 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 8,1 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5 mM

Fiir den ELISA-Waschpuffer wurde TWEEN-20 in PBS fiir ELISA in 500 ml Flaschen geldst und bis

zur Verwendung kiihl gelagert.

Tabelle 2-28: ELISA-Waschpuffer

Zusatz zu PBS fiir ELISA Menge
| TWEEN 20 | 0,05 %

Die enzymatische Reaktion des ELISA wurde kurz vor der Messung mit saurer ELISA-Stopp-Losung

beendet. Hierfiir wurde eine verdiinnte Salzsdure-Losung hergestellt.
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Tabelle 2-29: ELISA-Stopp-Losung

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser Menge
| Salzsiiure, konzentriert | 1IN

Fiir die ELISA Test-Kits der Firma Invivogen (Thermo Fisher) waren bis auf den ELISA-Waschpuffer
und die ELISA-Stopp-Losung sdmtliche bendtigte Reagenzien im Kit selbst enthalten. Fiir die Test-Kits
der Firma Bio-Techne (DuoSet) wurden die bendtigten Losungen selbst hergestellt. Fiir den
Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffer wurde bovines Serumalbumin in PBS geldst und sterilfiltriert (Tab.
2-30). AnschlieBend wurde der Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffer in 50 ml Rohren aliquotiert und bei

4 °C bis zur Verwendung gelagert.

Tabelle 2-30: Verdiinnungs-/ Blockierungs-Puffer

Zusatz zu PBS Menge
| Bovines Serumalbumin (BSA) | 1%

Die lyophilisierten Reagenzien wurden wie auf dem jeweiligen Analysenzertifikat beschrieben,
rekonstituiert, wobei der Capture-Antikorper in PBS und alle anderen Reagenzien in Verdiinnungs-/
Blockierungs-Puffer (Tab. 2-30) gelost wurden. Die rekonstituierten Reagenzien wurden aliquotiert und
bei -20 °C bis zur Benutzung weggefroren.

Fiir die Substratlosung wurde zunéchst ein Citrat-Puffer (Tab. 2-31) hergestellt. Hierfiir wurden alle
Bestandteile in 475 ml doppelt demineralisiertem Wasser gelost und der pH-Wert mit Kaliumhydroxid-
Losung auf 3,95 eingestellt. Die Losung wurde sterilfiltriert, aliquotiert und bei 4 °C bis zur Verwendung

gelagert.

Tabelle 2-31: Citrat-Puffer pH 3,95

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser Menge
Zitronensdure Monohydrat 40 mM
Kaliumhydroxid-Losung, 1 M Nach Bedarf

Fiir die TMB-Stocklosung wurde Tetramethylbenzidin in DMSO und absolutem Ethanol in einem
lichtundurchldssigen 1,5 ml Reaktionsgefd3 gelost (Tab. 2-32). Die Losung wurde bei 4 °C unter

Lichtausschluss gelagert und konnte bis zu 4 Wochen verwendet werden.

Tabelle 2-32: TMB-Stocklosung

Zusatz Menge
Tetramethylbenzidin (TMB) 20 mg
Dimethylsulfoxid (DMSO) 500 pl
Ethanol, absolut 500 ul

Die TMB-Substrat-Losung wurde jeweils frisch am Versuchstag hergestellt. Die in Tabelle 2-33
angegebenen Mengen reichten fiir eine ELISA-Platte (96-Well):
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Tabelle 2-33: TMB-Substrat-Losung

Zusatz Menge
Citrat-Puffer pH 3,95 11 ml
TMB-Stocklosung 110 pl
Wasserstoffperoxid-Losung, 30 % 3,3ul

2.1.3.7 Lésungen fiir die PCR-Analytik

Enzyme wie DNasen und RNasen konnen in der PCR-Analytik storen, da diese das Ausgangs- und
Zwischenmaterial zerstoren. Somit wurde nur Verbrauchsmaterial verwendet, dass auf DNase und
RNase-Freiheit getestet wurde oder bendtigte Glasware wurde mit Hilfe von DEPC-Wasser DNase und
RNase-frei gemacht. DEPC ist Diethylpyrocarbonat, das Histidinreste in Proteinen zu N-
Carbethoxyhistidin umwandelt. DNasen und RNasen werden dadurch unschédlich gemacht. Auf Grund
dieser Eigenschaft ist DEPC sehr giftig. Glasware wurde somit mit der in Tabelle 2-34 gezeigten Losung
behandelt und im Anschluss autoklaviert, wobei das DEPC zu Kohlenstoffdioxid und Wasser zerfiel und
so ungiftig gemacht wurde. Das autoklavierte DEPC-Wasser wurde auch fiir die Herstellung aller

Losungen genutzt, die bei der PCR zum Einsatz kamen.

Tabelle 2-34: DEPC-Wasser

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser Menge
| DEPC (Diethylpyrocarbonat) | 0,1 %

Fiir die RNA-Isolation wurde eine 70 %ige Ethanol-Losung (m/m) benétigt. Fiir diese wurde entweder

das selbst hergestellte oder das gekaufte DEPC-Wasser verwendet.

Tabelle 2-35: 70% Ethanol in DEPC-Wasser fiir die RNA-Isolation

Zusatz zu DEPC-Wasser Menge
| Ethanol, absolut | 70 % (m/m)

2.1.3.8 Lésungen fiir die Western Blot Analytik

Fiir die Probenvorbereitung mussten die Zellen zunidchst lysiert werden. Hierfiir wurde RIPA-
(radioimmunoprecipitation assay-)Puffer benotigt, der kurz vor der Verwendung frisch aus dem RIPA-

Basalpuffer und dem Protease-/Phosphataseinhibitor hergestellt wurde.

Tabelle 2-36: RIPA-Puffer

Zusatz Menge je Probe
RIPA-Basalpuffer 99 ul
Protease/ Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x) | 1 ul

Fiir den RIPA-Basalpuffer wurde dieser, wie in Tabelle 2-37 beschrieben, hergestellt und bei 4 °C
gelagert.
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Tabelle 2-37: RIPA-Basalpuffer

Zusatz Menge
TRIS-HCI-Lésung (1 M, pH 7,4) 2,5 ml
IGEPAL CA-630 0,5 ml
Natriumdesoxycholat (10 %) 1,25 ml
Natriumchlorid-Losung (5 M) 1,5 ml
EDTA-L6sung (50 mM) 1 ml
Doppelt demineralisiertes Wasser 42,75 ml

Die fiir den RIPA-Basalpuffer benétigten Ausgangslosungen wurden wie folgt in 50 ml Réhren
hergestellt und bei 4 °C aufbewabhrt.

Tabelle 2-38: TRIS-HCI-Losung (1 M, pH 7,4)

Zusatz Menge
TRIS-HCl 6,005 g
Doppelt demineralisiertes Wasser 50 ml
Natriumhydroxid-Losung 1 M Nach Bedarf

Tabelle 2-39: Natriumdeoxycholat-Losung (10 %)

Zusatz Menge
Natriumdeoxycholat 5¢g
Doppelt demineralisiertes Wasser 50 ml

Tabelle 2-40: Natriumchlorid-Losung (5 M)

Zusatz Menge
Natriumchlorid 14,61 g
Doppelt demineralisiertes Wasser 50 ml

Tabelle 2-41: EDTA-Losung (50 mM)

Zusatz Menge
EDTA (Dinatriumsalz, Dihydrat) 930,6 g
Doppelt demineralisiertes Wasser 50 ml

Fiir den 3-fach konzentrierten Ladepuffer wurden die in Tabelle 2-42 aufgefiihrten Zusitze in
demineralisiertem Wasser gemischt und der pH-Wert auf 6,8 eingestellt. Die Losung wurde in 1,5 ml

Reaktionsgefifle aliquotiert und bei Raumtemperatur bis zur Verwendung gelagert.

Tabelle 2-42: Ladepuffer (3x), pH 6,8

Zusatz Menge
TRIS-HCI 187,5 mM
SDS (Natriumdodecylsulfat) 6 % (m/v)
Glycerol 30 % (m/v)
Bromphenol Blau, Natriumsalz 0,03 % (m/v)
Natriumhydroxid-Losung Nach Bedarf
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DTT (DL-Dithiothreitol) spaltet als Reduktionsmittel die Disulfidbriicken der Proteine und wurde somit
dem Ladepuffer zugesetzt, um die Proteine zu denaturieren. Hierfiir wurde eine 30-fach konzentrierte

DTT-Losung hergestellt und in 50 pl Aliquotes bei -20 °C weggefroren.

Tabelle 2-43: DTT-Losung (30x)

Zusatz zu demineralisiertem Wasser Menge
| DTT (DL-Dithiothreitol) | 1,25M

Die benétigte Menge DTT/Ladepuffer-Mix wurde wie in Tabelle 2-44 frisch hergestellt.

Tabelle 2-44: DTT/Ladepuffer-Mix

Zusatz Menge
Ladepuffer (3x) 1 Teil
DTT-Losung (30x) 9 Teile

Fir die Proteinbestimmung mittels BCA (Bicinchoninsdure) Komplexierung wurde fiir die
Standardgerade eine Verdiinnungsreihe mit der im Test-Kit (Pierce BCA Protein Assay Kit) enthaltenen
bovinem Serumalbumin (BSA)-Stocklosung (2000 pg/ml) hergestellt. Diese wurde hierfiir wie in Tabelle
2-45 beschrieben mit RIPA-Basalpuffer verdiinnt. Die Standards wurden in 1,5 ml Reaktionsgefil3en bei

Raumtemperatur aufbewahrt und konnten so mehrfach verwendet werden.

Tabelle 2-45: Standardreihe fiir BCA-Test

Standard Volumen des RIPA- Volumen und Quelle des BSA Endkonzentration (ug/ml)
Basalpuffers (ul) (ul)

A 0 300 der Stocklosung 2000

B 125 375 der Stocklosung 1500

C 325 325 der Stocklosung 1000

D 175 175 des Standard B 750

E 325 325 des Standard C 500

F 325 325 des Standard E 250

G 325 325 des Standard F 125

H 400 100 des Standard G 25

1 400 0 0 (Blindwert)

Fiir die Gelelektrophorese wurden die Gele zunédchst mit Hilfe der Mini Protean Tetra Cell Einheit der
Firma Bio-Rad gegossen. Hierfiir wurden die Glasplatten in die Halterungen eingespannt und so in die
GieBvorrichtung geklemmt. Es wurde ca. 1 ml demineralisiertes Wasser in die Halterungen gefiillt, um
die Dichtigkeit des Systems zu iiberpriifen. Das Wasser wurde anschlieBend wieder entfernt und die
Losungen fiir die Gele vorbereitet. Die Puffer sowie Losungen fiir die Gele wurden wie in Tabelle 2-46
bis 2-51 beschrieben hergestellt. Dabei wurde fiir die Gele der Polymerisierungskatalysator TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) sowie der Radikalstarter APS (Ammoniumperoxidsulfat) erst
kurz vor dem eigentlichen GieBen hinzugegeben. Zunéchst wurden 5 ml des Laufgels pro Gel mit Hilfe

einer serologischen Pipette zwischen die Glasplatten gegeben. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine
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Luftblasen entstanden. Die obere Kante des Laufgels wurde mit 1 ml Isopropanol beschichtet, um so das
Gel vor dem Austrocknen zu schiitzen. Das Gel wurde fiir ca. 45 Minuten stehen gelassen, bis das
Acrylamid vollstindig auspolymerisiert war. AnschlieBend wurde das Isopropanol vorsichtig durch
Ausgieen und mit Hilfe eines Zellstoffblattes entfernt und das Sammelgel auf das Laufgel gegossen,
sodass die Glasplatten komplett gefiillt waren. Der Kamm wurde vorsichtig gerade von oben zwischen
die Glasplatten gedriickt und das Gel erneut fiir ca. 30 Minuten stehen gelassen, bis es vollstindig
polymerisiert war. Das Gel konnte so direkt verwendet werden oder wurde in nasse Zellstofftiicher
eingewickelt und unter feuchter Atmosphére fiir maximal eine Woche im Kiihlschrank bis zur

Verwendung gelagert.

Tabelle 2-46: Laufgel-Puffer pH 8,8

Zusatz Menge
TRIS-Base 56,2 g
Demineralisiertes Wasser 250 ml

Tabelle 2-47: Sammelgel-Puffer pH 6,8

Zusatz Menge
TRIS-HC1 15¢
Demineralisiertes Wasser 250 ml

Tabelle 2-48: SDS-Losung 10 %

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser Menge
| SDS | 10 % (m/V)

Der Radikalstarter APS wurde in demineralisiertem Wasser in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll unter
Lichtausschluss gelost und bei -20 °C weggefroren. Die Losung konnte maximal 3x wieder aufgetaut

und verwendet werden und musste dabei vor Licht geschiitzt werden.

Tabelle 2-49: APS-Losung 10 %

Zusatz Menge
APS (Ammoniumpersulfat) 50 mg
Demineralisiertes Wasser 500 ul

Tabelle 2-50: Laufgel (10 % Polyacrylamid-Gel)

Zusatz Menge pro Gel
Demineralisiertes Wasser 2,05 ml
Rotiphorese Gel 40 1,65 ml
Laufgel-Puffer pH 8,8 1,25 ml
SDS-Lésung 10 % 0,05 ml
TEMED (N,N,N',N'- 2,5 ul
Tetramethylethylenediamine)

APS-Losung 10 % 25 ul
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Tabelle 2-51: Sammelgel (4 % Polyacrylamid-Gel)

Zusatz Menge pro Gel
Demineralisiertes Wasser 3,05 ml
Rotiphorese Gel 40 0,65 ml
Sammelgel-Puffer pH 6,8 1,25 ml
SDS-Losung 10 % 0,05 ml
TEMED (N,N,N',N'- Sul
Tetramethylethylenediamine)

APS-Losung 10 % 25 ul

Der Laufpuffer fiir die Elektrophorese wurde als 10-fach konzentrierte Stammldsung hergestellt und bei

Bedarf 1:10 mit demineralisiertem Wasser verdiinnt, wobei der pH-Wert nochmal {iiberpriift wurde.

Dieser sollte bei 8,3-8,6 liegen und wurde bei Bedarf nachjustiert. Der Puffer wurde bis zur Verwendung

bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2-52: Laufpuffer fiir die Elektrophorese (10x)

Zusatz Menge
TRIS-Base 30,2 ¢
Glycin 144 ¢
SDS 10 g
Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Der Transfer-Puffer wurde als 10-fach konzentrierte Losung hergestellt und bei Bedarf 1:10 mit

demineralisiertem Wasser verdiinnt. AuBerdem wurde der pH-Wert kontrolliert und wenn nétig mit

verdiinnter Natriumhydroxid-Losung oder Salzsédure auf 8,3 eingestellt.

Tabelle 2-53: Transfer-Puffer (10x)

Zusatz Menge
Glycin 144 ¢
TRIS-Base 30g
Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Der TBS-Puffer (Tris-gepufferte Kochsalzlésung) wurde 10-fach konzentriert als Ausgangslosung fiir

den TBS-T-Puffer hergestellt. Der TBS-Puffer (Tab. 2-54) wurde 1:10 mit demineralisiertem Wasser

verdiinnt und das Detergens TWEEN-20 hinzugefiigt. AuBerdem wurde der pH-Wert mit 1 M

Natriumhydroxid-Losung auf 7,9-8,1 eingestellt. Der TBS-T-Puffer wurde zum Waschen der

Membranen benutzt. AuBlerdem stellte dieser die Ausgangslosung fiir den Blockierungs-Puffer und die

Antikorper-Losungen dar.
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Tabelle 2-54: TBS-Puffer (10x)

Zusatz Menge
Zusatz Menge
TRIS HCI 12,144 g
Natriumchlorid 87,66 g
Demineralisiertes Wasser 1000 ml

Tabelle 2-55: TBS-T-Puffer, pH 8,0

Zusatz Menge
TBS-Puffer 100 ml
TWEEN-20 1 ml
Demineralisiertes Wasser 899 ml
Natriumhydroxid-Losung 1 M Nach Bedarf

Der Blockierungs-Puffer wurde frisch hergestellt, wobei Magermilchpulver in TBS-T-Puffer gelost

wurde.

Tabelle 2-56: Blockierungs-Puffer fiir den Western Blot

Zusatz zu TBS-T, pH 8,0 Menge
| Magermilchpulver | 5%

Die Primidr- und Sekundar-Antikorper wurden frisch hergestellt, wobei die Antikérper mit dem
Blockierungs-Puffer (Tab. 2-56) verdiinnt wurden. Nach jeder Inkubation der Membran wurde die
Antikorper-Losung aufgefangen und bei 4 °C fiir die kurzzeitige Lagerung (ca. 2 Wochen) oder bei -20
°C fiir die Langzeitlagerung aufgehoben. Die Antikorper-Losungen konnten so insgesamt 3 Mal

wiederverwendet werden.

Tabelle 2-57: Auflistung der benutzen Antikorper fiir den Western Blot und die zugehorige Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung Inkubationsbedingungen
LC3B Antikorper aus dem Kaninchen 1:1000 4 °C, tiber Nacht
SQSTM1/ p62 Antikorper aus dem Kaninchen | 1:1000 4 °C, iiber Nacht
B-Aktin Antikorper aus dem Kaninchen 1:2000 4 °C, liber Nacht
Anti-Kaninchen Antikorper, HRP-konjugiert 1:2000 Raumtemperatur, 1 h

2.1.3.9 Lésungen fiir die ESR-Spektroskopie

Fiir die ESR-(Elektronen-Spin-Resonanz-)Spektroskopie wurden die Zellen in einer Glukose-PBS-

Losung vermessen. Hierfiir wurde Glukose in PBS wie folgt gelost:

Tabelle 2-58: Glukose-PBS-Losung

Zusatz zu PBS Menge
| D-(+)-Glukose | 1 mg/ml
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Fiir den Spinmarker wurde 2,2,6,6,-Tetramethyl-1-piperidinyloxy (TEMPO) verwendet. Die Losung
wurde am Versuchstag frisch hergestellt und im Kiihlschrank unter Lichtausschluss gelagert. Fiir die

Stocklosung wurde TEMPO in PBS gelost und fiir 5 Minuten auf ein Ultraschallbad gestellt.

Tabelle 2-59: TEMPO-Stocklosung

Zusatz zu PBS Menge
| TEMPO (2,2,6,6,-Tetramethyl-1-piperidinyloxy) | 1 mM

Kurz vor der eigentlichen Messung wurde die TEMPO-Stocklosung in PBS auf 100 uM herunter

verdiinnt und konnte so direkt fiir die Versuche verwendet werden.

Tabelle 2-60: TEMPO-Losung, 100 uM

Zusatz Menge
TEMPO-Stocklosung 100 pl
PBS 900 pl

2.1.3.10 Lésungen fiir den SEAP-Reporter-Test

Beim SEAP-Reporter-Test wurde ein Substrat durch das Enzym SEAP (sezernierende
Alkalinphosphatase) umgesetzt, wodurch es zu einem Farbumschlag von violett nach blau kam, der
kolorimetrisch vermessen werden konnte. Hierfiir wurde die Substratlosung QUANTI-blue hergestellt,
indem entweder der Beutelinhalt des Substrates in Pulverform in 100 ml steril filtriertem Wasser gelost
wurde, 20 Minuten bei 37 °C auf dem Wasserbad erwiarmt wurde und danach unter Lichtausschluss fiir
bis zu 4 Wochen bei 4 °C bis zur Benutzung gelagert werden konnte. Auf der anderen Seite wurde auch
das QUANTI-blue in fliissiger Form erworben, wobei in diesem Fall jeweils der Inhalt eines Gefidl3es (1
ml) des QUANTI-Blue Reagenz mit dem Inhalt eines Gefidles des QUANTI-Blue Puffers (1 ml) in 98
ml steril filtriertem Wasser gemischt wurde. Diese Losung wurde ebenfalls bis zur Verwendung bei 4 °C

gelagert und konnte so bis zu 4 Wochen benutzt werden.
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2.1.4 Software

Tabelle 2-61: Auflistung der eingesetzten Software-Programme

Programm

Anbieter/ Herausgeber

Anwendung

BioRender

BZ Observation Application
und Analysis Application
CytExpert Software

ESRStudio 1.53.5

FlowJo 10.6.1

GraphPad Prism 8

ImageJ 1.52a

Inkscape 0.92

LightCycler 480 1.5.0

Microsoft Excel 2016/ 2019

MikroWin Lite 2010

Optima 2.20R2

qPCRsoft 4.0

BioRender, Toronto, Ontario,
Kanada
Keyence GmbH, Neu-Isenburg

Beckman Coulter, Brea,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Freiberg Instruments GmbH,
Freiberg

BD Bioscience, San Jose, CA,
Vereinigte Staaten

GraphPad Software, San
Diego, Kalifornien, Vereinigte
Staaten

Wayne Rasband (National
Institutes of Health and the
Laboratory for Optical and
Computational
Instrumentation, University of
Wisconsin)

Inkscape Community

QIAGEN GmbH, Hilden

Microsoft Corporation,
Redmond, Washington,
Vereinigte Staaten

Labsis Laborsysteme GmbH,
Neunkirchen-Seelscheid

BMG Labtech GmbH,
Offenburg

Analytik Jena AG, Jena

Erstellung von Abbildungen

Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen
Bilder

Auswertungen der
durchflusszytometrischen
Analysen

Auswertungen der ESR
Messungen

Auswertungen der
durchflusszytometrischen
Analysen

allgemeine Auswertung,
Statistik, Erstellung von
Diagrammen
Densiometrische Analyse der
Western Blot Banden

Bearbeitung von Diagrammen,
Fotos und Abbildungen
Auswertungen der qPCR
Analyse mit dem qPCR System
LightCycler 480

allgemeine Auswertung

Auswertungen der Messungen
mit dem Mikroplatten-Leser
Mitras? LB 943

Auswertungen der Messungen
mit dem Mikroplatten-Leser
FLUOstar Optima
Auswertungen der gPCR
Analyse mit dem qPCR System
qTOWER3G touch

2.2 Zellkultur

Die Zellkultur bildet als Methode den Grundstein fiir die vorliegende Arbeit. Alle Experimente mit

lebenden Zellen wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer sterilen Sicherheitswerkbank

durchgefiihrt. Aulerdem wurden bei allen verwendeten Einwegartikeln, die in Beriihrung mit lebenden
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Zellen gekommen sind, darauf geachtet, dass diese nicht nur steril, sondern moglichst auch pyrogenfrei
waren. Die Kultivierung und Inkubation aller eingesetzten Zellen erfolgten in einem Brutschrank bei 37
°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Zufuhr, soweit dies nicht anders beschrieben wird. Die
verwendeten Zellkulturmedien, Zusidtze und Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben und mit
Ausnahme der Gefriermedien, im Wasserbad bei 37 °C temperiert, bevor diese zum Einsatz kamen.
Wihrend die eingesetzten Zelllinien (THP-1 Zellen, HEK293 Zellen und HEK blue IL-13 Zellen) bei
Bedarf aufgetaut wurden und anschlieend, in Abhingigkeit von der Passage, wieder eingefroren
wurden, wurden fiir die Experimente mit primiren Makrophagen die monozytiren Vorlduferzellen frisch

isoliert, die Zellen ausdifferenziert und direkt fiir das jeweilige Experiment verwendet.

2.2.1 Beschichtung der Zellkulturplatten mit Polylysin

Fiir bestimmte Experimente wurden die fiir die Stimulation verwendeten Zellkulturplatten mit Polylysin-
Losung (Tab. 2-15) beschichtet. Die zusitzliche Beschichtung mit Polylysin sorgte dafiir, dass die unter
Normalbedingungen leicht ablosbare Zellen wie z. B. HEK293 Zellen, stirker adhérieren und beim
Mediumwechsel nicht abgeldst und anschlieBend abgesaugt wurden. Hierfiir wurde zunichst die
Polylysin-Losung unter aseptischen Bedingungen in die bendtigten Wells pipettiert, die Platte
verschlossen und auf einen Schiittler gestellt. Nach 5 Minuten wurde die Polylysin-Lésung abgesaugt
und die Platte mit pyrogenfreiem Wasser gewaschen. AnschlieSend wurden die Platten mit gedffnetem
Deckel fiir mindestens 2 Stunden unter der laufenden Sterilwerkbank stehen gelassen, sodass diese
komplett trocken waren. Die Platten wurden wieder verschlossen und bis zur Benutzung im Kiihlschrank
aufbewahrt. Die verwendeten Volumina fiir die Beschichtung der Platten sind der Tabelle 2-62 zu

entnehmen.

Tabelle 2-62: Verwendete Volumina fiir die Beschichtung von Zellkulturplatten mit Polylysin-Losung

Plattenart Volumen der Polylysin-Losung Volumen des pyrogenfreien
in pl Wassers in pl

24-Well 100 500

96-Well 42 100

2.2.2 THP-1 Monozyten und THP-1 Makrophagen

THP-1 Zellen sind eine humane, monozytire Zelllinie, die urspriinglich aus dem Blut eines einjdhrigen,
minnlichen Patienten gewonnen wurde, der an einer akuten, monozytiaren Leukédmie litt [167]. Die
Zelllinie wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH
erworben und fiir Experimente wurden die Passagen von 2 bis 25 verwendet. Die runden THP-1 Zellen,

die als Suspensionszellen vorlagen, werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit als THP-1 Monozyten
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bezeichnet, um diese von den aus THP-1 Zellen differenzierten, adhirenten, makrophagenéhnlichen

Zellen zu unterscheiden, die in dieser Arbeit als THP-1 Makrophagen bezeichnet werden.

2.2.2.1 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von THP-1 Monozyten

Fiir die Kultivierung der THP-1 Monozyten wurde das komplettierte RPMI 1640 Medium verwendet
(Tab. 2-3). Die Suspensionszellen wurden bei einer Zellzahl zwischen 0,5 bis 1 Millionen Zellen pro
Milliliter gehalten und alle 3 bis 4 Tage passagiert. Hierfir wurde die Zellzahl mittels
Neubauerzihlkammer bestimmt und die jeweils bendtigte Zellmenge in ein neues 50 ml Rohrengefil3
iiberfiihrt, fiir 5 Minuten bei 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und das alte Medium abgesaugt.
Das Zellpellet wurde im frischem komplettiertem RPMI 1640 Medium resuspendiert, sodass eine
Zellkonzentration von 0,1 Millionen Zellen pro Milliliter erhalten wurde. Zum Einfrieren wurden jeweils
3 bis 4 Millionen Zellen in 1,8 beziehungsweise 1 ml Gefriermedium (Tab. 2-5) aufgenommen und in
ein KryorShrchen iiberfiihrt. Die Rohrchen wurden beschriftet und anschliefend in ein spezielles
Einfriergefi} fiir Zellen iiberfiihrt, die zuvor mit 100 %igen Isopropanol gefiillt wurde. Die Zellen
wurden mit der Box fiir mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert, bevor sie in den Zelltank, gefiillt mit
fliissigem Stickstoff, fiir die Langzeitlagerung iiberfithrt wurden. Dabei verhinderte das im
Gefriermedium enthaltene DMSO die Kristallbildung an den Zellen. Aullerdem sorgte das Isopropanol
in den Einfriergefden dafiir, dass die Zellen schonend eingefroren wurden, indem die Zellen pro Minute
um ein Grad Celsius heruntergekiihlt wurden. Die Einfriergefidfle konnten so vier weitere Male verwendet
werden, bevor das Isopropanol gewechselt werden musste. Zum Auftauen wurden die Zellen ziigig auf
dem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in frisches komplettiertes RPMI 1640 Medium {iiberfiihrt. Nach
der Zentrifugation wurde das alte Medium abgesaugt und das Zellpellet in frischem komplettiertem
RPMI 1640 Medium resuspendiert. Dabei wurden 3 bis 4 Millionen Zellen in eine T75 Zellkulturflasche
in 25 ml Medium iiberfiihrt und wie oben beschrieben nach 3-4 Tagen passagiert. Nach dem Auftauen

wurden die Zellen jeweils 2 Mal passagiert, bevor diese weiterverwendet wurden.

2.2.2.2 Differenzierung von THP-1 Monozyten zu THP-1 Makrophagen

Fiir die Differenzierung der THP-1 Monozyten zu THP-1 Makrophagen wurde die benétigte Zellmenge
nach der Zentrifugation in frischem Differenzierungsmedium (Tab. 2-4) aufgenommen, sodass eine
Zellkonzentration von 0,4 Millionen Zellen pro Milliliter erhalten wurde. Die Zellen wurden dann
anschliefend in 6-, 24- oder 96-Well Platten eingesit, wobei darauf geachtet wurde, dass die Zellen sich
gleichméBig verteilten. Nach 48 Stunden Inkubationszeit im Brutschrank wurden die nun adhérenten
Zellen mit warmem PBS gewaschen und mit frischem, PMA-freiem komplettiertem RPMI 1640 Medium
versetzt und fiir mindestens 24 Stunden inkubiert, bevor diese fiir weitere Experimente verwendet

wurden.
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Tabelle 2-63: Verwendete Volumina der Zellsuspension zum Einsien von THP-1 Zellen

Plattenart Volumen der Zellsuspension in ml
6-Well Platte 2

24-Well Platte 1

96-Well Platte 0,1

2.2.3 Primare Makrophagen und Monozyten aus Humanblut

Als Grundlage fiir die Isolierung von primdren Monozyten und die anschlieBende Differenzierung und
Polarisierung zu primiren Makrophagen, diente Buffycoat-Blut, welches von anonymen Spender*innen
vom Deutschen Roten Kreuz Nord-Ost bezogen wurde. Dabei wurde den Spender*innen vendses Blut
entnommen, das in einem weiteren Schritt mittels Zentrifugation weiter aufgetrennt wurde, sodass
schlieBlich das plasma- und erythrozytenarme Buffycoat-Blut erhalten wurde. Dieses enthielt vor allem
PBMCs, zu denen die Monozyten und Lymphozyten zdhlen, sowie einen geringen Restanteil an Plasma,

Thrombozyten, Granulozyten sowie Erythrozyten.

2.2.3.1 Isolation von peripheren, mononukledren Blutzellen aus Buffycoat-Blut

PBMCs wurden mittels Dichtezentrifugation abgetrennt. Hierfiir wurde zunéchst das Buffycoat-Blut mit
PBS mit EDTA (Tab. 2-7) bei Raumtemperatur in etwa einem Verhiltnis von 1:3 verdiinnt, bis eine
erdbeerdhnliche Farbe entstand. Ungefdhr 35 ml verdiinntes Buffycoat-Blut wurde langsam auf 15 ml
Separationsmedium bei Raumtemperatur iiberschichtet, welches zuvor in einem 50 ml Roéhrchen
vorgelegt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich die beiden Phasen bei der Uberschichtung nicht
mischten. AnschlieBend wurde das iiberschichtete Buffycoat-Blut fiir 45 Minuten bei 400 g bei
Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildeten sich die in Abbildung 2-1
gezeigten Grenzschichten aus.

Ein Grofteil der Plasmaschicht wurde vorsichtig abgesaugt, anschlieBend wurde mit einer 1000 ul
Eppendorfpipette vorsichtig die PBMC Schicht abgenommen, in ein frisches 50 ml Rohrchen iiberfiihrt
und auf 50 ml mit PBS mit EDTA (Raumtemperatur) aufgefiillt. Nach der Zentrifugation fiir 10 Minuten
bei 300 g bei Raumtemperatur, wurde bis zum unteren Ring des Rohrchens abgesaugt und das Zellpellet
in kaltem PBS mit EDTA aufgenommen und bis auf 50 ml aufgefiillt. Die Zellen wurden fiir 15 Minuten
bei 200 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Dieser Waschschritt wurde
insgesamt 3 Mal wiederholt. Vor dem letzten Waschschritt wurden 10 pl Zellsuspension entnommen und
mit 10 pul PBS mit EDTA verdinnt und diese Verdinnung fiir die Zellzdhlung mittels
Neubauerzdhlkammer entnommen. Fiir die Isolation der Monozyten aus den gewaschenen PBMCs
wurden zwei unterschiedliche Methoden verwendet, wobei zum einen die Monozyten auf Grund des
Oberfldchenmarkers CD14 [168] mit magnetischen Mikrokiigelchen (Microbeads) entfernt wurden, zum

anderen wurden die Monozyten auf Grund ihrer adhérierenden Eigenschaften an Plastik von den
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schwimmenden Lymphozyten und restlichen Zellbestandteilen abgetrennt. Beide Methoden sind jeweils

unter Kapitel 2.2.3.2 und 2.2.3.3 beschrieben.

Buffycoat-
Blutkonserve

™ verdiinntes
Buffycoat-Blut

Dichtezentrifugations-

medium
Plasma [
PBMCs [ gewaschene
PBMCs
Erythrozyten [
Separierung
. Uber Adharenz

— . .

»
B

J 7 Tage Zellkultur

Separierung tber ‘I’_V?wr?;:hz: von

magnetische + GM-CSF + M-CSF ymphozyten,

CD14-Microbeads| Erythrozyten und
* Zellschrott

M1 Me M2 Mg

Abbildung 2-1: Isolierung von peripheren mononukleiren Zellen aus Buffycoat-Blut und anschlieSende
Differenzierung zu Makrophagen. Das Buffycoat-Blut wird zunichst verdiinnt und anschlieBend mit Hilfe
eines Dichtezentrifugationsmediums in verschiedene Schichten aufgetrennt. Die PBMC-Schicht wird
abgenommen, gewaschen und die Monozyten werden entweder iiber magnetische CD14-Microbeads oder
iiber die Adhérenz an Plastikoberfldchen separiert. SchlieBlich erfolgt die Ausdifferenzierung der Monozyten
tiber 7 Tage mit GM-CSF oder M-CSF.
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2.2.3.2 Isolierung der Monozyten mittels magnetischer CD14 Microbeads

Da ein Grofiteil der im Blut zirkulierenden Monozyten und Makrophagen im Gegensatz zu den restlichen
im Blut vorhandenen Zellpopulationen den Oberflichenmarker CD14 exprimieren, konnten die Zellen
mit einem Antikdrper inkubiert werden, der sich gegen CD14 richtete und an magnetische Kiigelchen
(Microbeads) gebunden war. Hierfiir wurde das gewaschene Zellpellet mit den CD14 Microbeads
gemischt, wobei pro 1 Millionen Zellen 0,4 ul der Microbeads bendtigt wurden und diese mit 5 Teilen
Isolierungs-Puffer (Tab. 2-8) verdiinnt wurden. Das Zellpellet wurde in dieser Mischung resuspendiert
und fiir 10 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. In der Zwischenzeit wurde eine magnetische Sdule
in den Permanentmagneten (Midi MACS Separator) gespannt und an den Magnethalter (MACS
Multistand) angebracht. Die Sidule wurde mit 5 ml kaltem Isolierungs-Puffer gespiilt und die
Zellsuspension auf die Sdule aufgebracht. Hierbei verblieben die CD14 positiven Zellen auf Grund der
Markierung mit den magnetischen Microbeads auf der Siule, wihrend die CDI14 negativen
Zellpopulationen aufgefangen und verworfen wurden. Die Sdule wurde 3 Mal mit 5 ml kaltem
Isolierungs-Puffer gewaschen. Die positive Zellfraktion wurde schlielich mit 5 ml kaltem
Isolierungspuffer eluiert, wobei die Sdule aus dem Permanentmagneten entfernt wurde und die Zellen
mit Hilfe des mitgelieferten Stempels aus der Sdule gedriickt wurden. Die Zellen wurden gezéhlt und 10-
15 Millionen Zellen in 20 ml Differenzierungsmedium fiir primédre M1- dhnliche (Tab. 2-9) oder fiir
primdre M2-dhnliche Makrophagen (Tab. 2-10) aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkulturflasche
iiberfiithrt, wobei auf eine gleichméBige Verteilung der Zellen geachtet wurde und weiter wie unter

Kapitel 2.2.3.4 verfahren wurde.

2.2.3.3 Isolierung der Monozyten mittels Adhérenz

Fiir die Isolierung der Monozyten mittels Adhédrenz an Plastik wurde ausgenutzt, dass die priméren
Monozyten die Eigenschaft besitzen, an Plastikoberflichen zu adhérieren, wihrend die Lymphozyten,
tote Zellen und sonstige Blutbestandteile weiterhin als Suspensionszellen vorliegen [169]. Hierfiir wurde
das gewaschene Zellpellet in warmem, komplettiertem RPMI 1640 Medium (Tab. 2-3) resuspendiert und
100-200 Millionen PBMCs in 10 ml Medium in eine 75 cm? Zellkulturflasche tiberfiihrt und die Flasche
zu allen Seiten geschwenkt, sodass sich die Zellen gleichmifig verteilten. Die Zellen wurden in den
Inkubator iiberfiihrt, wobei alle 15 Minuten die Zellkulturflasche 5 Mal hin und her geschwenkt wurde.
Nach 45-60 Minuten wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die adhirenten Zellen mit 10 ml
warmen PBS mit EDTA gewaschen. AnschlieBend wurde fiir die Kultivierung und Polarisierung von
M1- und M2-dhnlichen Makrophagen jeweils 20 ml des jeweiligen erwidrmten Differenzierungsmedium

(Tab. 2-9 und 2-10) zugegeben und weiter wie unter Kapitel 2.2.3.4 verfahren.
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2.2.3.4 Polarisierung und Differenzierung der priméaren M1- und M2-adhnlichen Makrophagen

Nach 2 Tagen waren, je nach Spender¥in, bereits ein GroBteil der Zellen adhériert. Der Uberstand wurde
bei 300 g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und in der Zwischenzeit 15 ml warmes
Differenzierungsmedium zu den bereits adhédrenten Zellen gegeben. Das Zellpellet wurde in 10 ml
frischem Differenzierungsmedium aufgenommen und ebenfalls in die Zellkulturflasche gegeben. Nach
weiteren 3 Tagen wurde der Uberstand komplett abgesaugt und erneut 20 ml frisches
Differenzierungsmedium hinzugegeben. Nach insgesamt 7 Tagen konnten die so erhaltenen,

ausdifferenzierten Zellen fiir weitere Versuche verwendet werden.

2.2.4 HEK293 Zellen

HEK?293 Zellen sind eine humane Zelllinie, die als Transformationsprodukt aus menschlichen
embryonalen Nierenzellen sowie aus DNA-Fragmentstiickchen des Adenovirus Typ 5 hervorgegangen

sind [170]. Die Zelllinie wurde bei der DSMZ GmbH erworben.

2.2.4.1 Kultivierung, Auftauen und Einfrieren der HEK293 Zellen

HEK?293 Zellen wurden analog zu den THP-1 Zellen aufgetaut (Kap. 2.2.2.1), wobei die Kultivierung in
einem Wachstumsmedium auf der Basis von DMEM mit hohem Glukoseanteil erfolgte (Tab. 2-11) und
fiir das Einfrieren das HEK Einfriermedium verwendet wurde (Tab. 2-14). Die Zellen wurden zwischen
Passage 13 und 20 verwendet. Zum Auftauen wurde das Gefdl mit den Zellen auf dem Wasserbad
aufgetaut und die Zellen in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt, in dem 15 ml vorgewédrmtes Wachstums- und
Stimulationsmedium (Tab. 2-11) vorgelegt war. Die Zellsuspension wurde bei 200 g fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, das alte Medium vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml frischem
Wachstums- und Stimulationsmedium aufgenommen. Die Zellen wurden in eine 75 cm?
Zellkulturflasche iiberfiihrt, in der zuvor 8 ml Wachstums- und Stimulationsmedium vorgelegt wurde.
Die Zellkulturflasche wurde vorsichtig zu allen Seiten geschwenkt, sodass sich die Zellen gut verteilen
konnten. Die Zellen wurden im Brutschrank aufbewahrt, bis 70-80 % Konfluenz erreicht war. Zum
Passagieren wurde das alte Medium abgesaugt und 10 ml warmes PBS vorsichtig zugegeben. Die Zellen
wurden anschlieend durch kriftiges Klopfen vom Boden der Zellkulturflasche abgelost. Die abgelosten
Zellen wurden mit Hilfe einer serologischen Pipette ausreichend resuspendiert, sodass keine
Zellagglomerate mehr vorhanden waren. 10 pl der Zellsuspension wurde im Verhéltnis 1:1 mit Trypan
Blau Losung 0,4 % (Tab. 2-22) gemischt und die Zellen gezéhlt. Die restlichen Zellen wurden in der
Zwischenzeit wie oben beschrieben zentrifugiert und in frischem Medium aufgenommen. Dabei wurden

2-3 Millionen Zellen in 16 ml Medium in einer 75 cm? Zellkulturflasche kultiviert.
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2.2.4.2 Einsaen der HEK293 Zellen fiir Stimulationsversuche

Fiir Stimulationsversuche wurden die HEK293 Zellen wie zum Passagieren behandelt (Kap. 2.2.4.1),
wobei 0,4 Mio Zellen/ml in Wachstums- und Stimulationsmedium (Tab. 2-11) in einer 24-Well Platten
eingesdt wurden. Hierbei handelte es sich um Zellkulturplatten, die zuvor mit Polylysin-Lésung
beschichtet wurden (Kap. 2.2.1). Dabei wurden analog zu den THP-1 Zellen die in Tabelle 2-63
beschriebenen Volumina verwendet. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir weitere

Stimulationsversuche verwendet.

2.2.5 HEK blue IL-18 Zellen

HEK blue IL-1fB Zellen sind HEK293 Zellen, die stabil mit dem IL-1 Rezeptor transfiziert sind.
AuBerdem sind sie mit einem SEAP- (sekretorische Alkalinphosphatase-) Reportergen transfiziert, das
vom Transkriptionsfaktor NFxB und AP-1 kontrolliert wird. Beim Antriggern des IL-1 Signalwegs iiber
den IL-1 Rezeptorkomplex wird iiber die Aktivierung der genannten Transkriptionsfaktoren SEAP
transkribiert, translatiert und am Ende in das Zellkulturmedium sezerniert. Die Phosphatase kann
schlieBlich ein Substrat (z. B. QUANTI-Blue) umsetzten, wodurch ein Farbumschlag von violett nach

blau erreicht wird.

2.2.5.1 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von HEK blue IL-1B Zellen

Die Zellen wurden bei der Firma InvivoGen bestellt. Direkt nach Erhalt wurde das Gefil3 mit den Zellen
auf dem Wasserbad aufgetaut und die Zellen in eine 50 ml Rohre iiberfiihrt, in dem 15 ml vorgewérmtes
Basalmedium (Tab. 2-13) vorgelegt war. Die Zellsuspension wurde bei 200 g fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, das alte Medium vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml frischem
Basalmedium aufgenommen. Die Zellen wurden in eine 25 cm? Zellkulturflasche iiberfiihrt, in der zuvor
5 ml Basalmedium vorgelegt wurde. Die Zellkulturflasche wurde vorsichtig zu allen Seiten geschwenkt,
sodass sich die Zellen gut verteilen konnten. Die Zellen wurden im Brutschrank aufbewahrt, bis 70-80
% Konfluenz erreicht war. Zum Passagieren wurden die Zellen analog zu den HEK293 Zellen (Kap.
2.2.4.1) behandelt und im frischen Basalmedium (Tab. 2-13) in eine 75 cm? Zellkulturflasche eingesiit.
Ab der Passage 2 wurden die Zellen in Selektionsmedium kultiviert (Tab. 2-12) und konnten bei Bedarf
analog zu den THP-1 Zellen (Kap. 2.2.2.1) in Gefriermedium (Tab. 2-14) eingefroren und wieder

aufgetaut werden. Die Zellen wurden bis Passage 20 verwendet.

2.2.5.2 Einsden der HEK blue IL-1B Zellen fiir Stimulationsversuche

Fiir Stimulationsversuche wurden die HEK blue IL-1B Zellen wie zum Passagieren behandelt (Kap.
2.2.5.1), wobei 0,4 Mio Zellen/ml in Selektionsmedium in 24- oder 96-Well Platten eingesit wurden.

Hierbei handelte es sich um Zellkulturplatten, die zuvor mit Polylysin-Losung beschichtet wurden (Kap.
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2.2.1). Dabei wurden analog zu den THP-1 Zellen die in Tabelle 2-63 beschriebenen Volumina

verwendet. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir weitere Stimulationsversuche verwendet.

2.2.6 Mykoplasmen-Test

Alle Zelllinien wurden in regelmiBigen Abstinden auf Kontamination mit Mykoplasmen getestet. Auf
Grund ihrer geringen Grofie und ihrer Resistenz gegeniiber den herkommlich eingesetzten Antibiotika
bleiben Mykoplasmen hiufig unentdeckt und kénnen sogar Sterilfilter mit einer Porengrée von 0,22 um
passieren. Neben der Tatsache, dass sich Mykoplasmen mit den Zellen um Nahrstoffe konkurrieren,
konnen diese auch so die Versuchsergebnisse beeinflussen [171].

Fiir die Testung der eingesetzten Zelllinien wurde in regelméBigen Abstinden ca. 1 ml Probe aus dem
Uberstand der Zellkulturen entnommen, wenn diese in etwa eine Konfluenz von 80-90 % erreicht hatten.
Die entnommenen Proben wurden kurz bei 4000 g zentrifugiert und 500 ul des Uberstandes in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefall (PCR-rein) iiberfiihrt und fiir 5-10 Minuten auf dem Heizblock auf 95 °C erhitzt
und anschlieBend kurz bei 11 000 g herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Zellpellet verworfen. An diesem Punkt wurden entweder direkt 2 ul der Probe fiir den Mykoplasmen-
Test verwendet, alternativ wurden die Proben bei 4 °C fiir bis zu 6 Tage oder fiir eine lingere Lagerzeit
bei -20 °C weggefroren. Fiir das weitere Vorgehen wurden die Proben auf Eis gelagert und Filterspitzen
und andere Verbrauchsmaterialien verwendet, die die benétigte Reinheit fiir die PCR-Analytik aufwiesen
(Kap. 2.4.6).

Fiir den Test wurden zunichst die bendtigten Reagenzien nach Herstelleranweisung aufgetaut und wenn
notig rekonstituiert. Hierfiir wurden alle lyophilisierten Reagenzien kurz herunterzentrifugiert und in
dem mitgelieferten PCR-Wasser gelost, wobei fiir den Primer/ Nukleotid Mix 65 ul und sowohl fiir die
interne als auch die positive Kontrolle 500 ul zugegeben wurden. Die Reagenzien wurden fiir 5 Minuten
inkubiert, kurz auf dem Vortexer gemischt und herunterzentrifugiert. Fiir den Master-Mix wurde das
PCR-Wasser mit dem 10x Reaktionspuffer, dem Primer/ Nukleotid Mix sowie der internen Kontrolle
gemischt (Tab. 2-64). Fir jeden Test wurde sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle

inkludiert.

Tabelle 2-64: Master-Mix fiir den Mykoplasmen-Test

Reagenzname Volumen in pl/ Probe
Wasser (PCR-Grad) 14,5

Reaktionspuffer (10x) 2,5

Primer/ Nukleotid Mix 1,25

Interne Kontrolle 2,5

Taq DNA Polymerase (1 Unit) 1ul

Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren des Master-Mixes wurde dieser zu je 21,25 pl in 0,2 ml

Reaktionsgefidle (8er Streifen) aliquotiert. Jeweils 2 ul der Proben beziehungsweise der Negativ-
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(Wasser, PCR-Grad) und der Positivkontrolle wurden hinzu pipettiert und kurz zentrifugiert. Die Proben
wurden in ein PCR-Gerit (Thermocycler T Gradient oder qPCR System qTOWERS3G touch) iiberfiihrt

und, wie in Tabelle 2-65 gezeigt, amplifiziert.

Tabelle 2-65: PCR Amplifikation fiir den Mykoplasmen-Test

Anzahl der Zyklen Temperatur und Zeit
1 Zyklus 94 °C fiir 2 Min
39 Zyklen 94 °C fiir 30 sec

55 °C fiir 30 sec

72 °C fiir 30 sec
Halten 4-10 °C

Nach Beendigung der Amplifikation wurden die Proben auf Eis gelagert. Fiir die Gelelektrophorese
wurde 250 ml 1x TBE-Puffer hergestellt, indem 50 ml 5x TBE-Puffer (Tab. 2-16) mit 200 ml doppelt
demineralisiertem Wasser gemischt wurden. Aulerdem wurde ein 1,5 %iges Agarosegel mit Hilfe des
Gelelektrophoresesystems Mini-Sub Cell GT Horizontal gegossen, dass wie in Tabelle 2-18 beschrieben
zusammen gesetzt war.

Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer gelegt und die Kammer mit 1x TBE-Puffer aufgefiillt. Der
Kamm wurde entfernt und die Proben aufgetragen, wobei zuvor 10 ul pro Probe mit 2 pl Cyan/ Orange
Ladepuffer auf einem Streifen Parafilm gemischt wurden und anschlieBend 10 pl dieser Mischung in die
jeweilige Tasche des Gels pipettiert wurden. Zuséitzlich wurden fiir die DNA-Leiter 2 pl des 50
Basenpaar DNA-Leiters mit 2 ul Cyan/ Orange und 8 pul Wasser (PCR-Grad) auf einem Parafilstreifen
gemischt und ebenfalls 10 pl dieser Mischung in eine weitere freie Tasche pipettiert. Die Elektrophorese
wurde bei 150 V gestartet und nach ca. 90 bis 120 Minuten beendet, sobald die Cyan/ Orange Bande 7-
8 cm Laufhohe erreichte. Das Gel wurde aus der Elektrophorese-Kammer genommen und mit Hilfe eines
Geldokumentationsgerétes (Geldokumentationssystem BioDocAnalyze oder Geldokumentationssystem
ChemiDoc MP) begutachtet. Dabei sollte bei der Negativkontrolle eine Bande bei 190 Basenpaaren
(interne Kontrolle) und bei der Positivkontrolle eine zusitzliche Bande bei 265-278 Basenpaaren zu
sehen sein. Die eigentlichen Proben sollte nur eine einzige Bande bei 190 Basenpaaren zeigen. Keine
Bande wies darauf hin, dass in der Probe enthaltene Verunreinigungen die Reaktion unterbunden hatten,
sodass dies als falsch-negatives Ergebnis gewertet werden konnte. Bei dem Auftreten von zwei Banden
bei 190 und 265-278 Basenpaaren konnte von einer Mykoplasmenkontamination ausgegangen werden,

die gliicklicherweise in den von mir ausgefiihrten Tests nicht vorkam.

2.3 Zellstimulierung und Blockierung zellularer Signalstoffe und -wege

Grundlage meiner Arbeit war neben der Charakterisierung der eingesetzten Zelltypen auch die

Untersuchung der zellulidren Signalwege und deren Beeinflussung durch lysosomotrope Stoffe. Hierfiir
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wurden die Zellen auf unterschiedliche Weise unter aseptischen Bedingungen stimuliert, wobei in
ausgewihlten Experimenten bestimmte Inhibitoren eingesetzt wurden sowie die Untersuchung

bestimmter Signalwege durch das Ausschalten von Genen mittels siRNA erfolgte.

2.3.1 Zellstimulierung und Einsatz von Inhibitoren

Die Zellen wurden fiir die Stimulierungen je nach Fragestellung in 6-, 24- oder 96-Well Platten ausgesiit.
Hierbei wurden, wenn nicht anders beschrieben, die in der Tabelle 2- 66 gezeigten Zellzahlen verwendet,

wobei die THP-1 Makrophagen zunichst, wie unter Kapitel 2.2.2.2 beschrieben, ausdifferenziert wurden.

Tabelle 2-66: Eingesetzte Zellzahlen fiir Stimulationsversuche

Zellart Zellzahl

THP-1 Monozyten 0,4 Mio/ ml
THP-1 Makrophagen 0,4 Mio/ ml
Primére Makrophagen (M1- und M2-dhnlich) 0,2 Mio/ ml
HEK?293 Zellen 0,4 Mio/ ml
HEK blue IL-1B Zellen 0,4 Mio/ ml

Generell wurden alle Stimuli in den jeweiligen, fiir die Zellart beschriebenen Stimulationsmedien (Kap.
2.1.3.1) verdiinnt und mit warmen Losungen stimuliert. Eine Ubersicht der verwendeten Stocklosungen
findet sich in Tabelle 2-29. Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Zellen mit den jeweiligen
lysosomotropen Stoffen (Chloroquin, Chlorpromazin, Fluoxetin) fiir eine Stunde vorinkubiert, sodass
sichergestellt wurde, dass diese zunichst in die Zelle diffundieren konnen, bevor zusitzlich mit den
jeweiligen inflammatorischen Stimuli behandelt wurde. Bei den Experimenten, bei denen der
Autophagieinduktor IFN-y eingesetzt wurde, wurde auf die Priinkubation verzichtet und mit allen
Stimuli gleichzeitig inkubiert. Beim Einsatz der Inhibitoren der MAPK wurden die Zellen zunéchst mit
diesen fiir eine Stunde vorinkubiert, anschlieBend wurden dann die lysosomotropen Stoffe und die
jeweiligen Stimuli hinzugegeben. Der Endozytoseinhibitor Dynasore wurde fiir 2 Stunden vorinkubiert,

anschlieBend wurde dieser entfernt und die Zellen mit weiteren Stimuli behandelt.

2.3.2 Ausschaltung von Genen mittels siRNA

siRNA ist eine kurze Ribonukleinsidure-Sequenz, die in der Zellkultur seit vielen Jahren zum gezielten
Ausschalten von bestimmten Genen verwendet wird. Statt Inhibitoren kann siRNA also eingesetzt
werden, um bestimmte, fiir den jeweiligen Signalweg wichtige Gene auszuschalten und deren Funktion
und Einfluss zu untersuchen. Dabei bedient sich diese Methode der RNA Interferenz (RNAi), einem
biologischen Prozess, bei dem doppelstringige RNA (dsRNA) in eukaryotischen Zellen in der Lage ist,

genspezifisch die Degradierung von mRNA (messenger RNA) zu bewirken und somit dessen

62



Material und Methoden

Ubersetzung in ein bestimmtes Protein zu unterbinden. Man vermutet, dass dieser Prozess sowohl zur
endogenen Genregulation, als auch zur Abwehr gegen Viren dient.

Bei der Einbringung von dsRNA wird diese zunichst erkannt und in siRNA gespalten, die meist eine
Liange von 20-30 Basenpaaren aufweist. Die siRNA kann so an den RISC (RNA-induced silencing
complex) binden, einem Proteinkomplex, der zum einen die doppelstringige RNA spalten kann, zum
anderen korrespondierende mRNA Stringe findet und schlieBlich fiir dessen Abbau sorgt. Das
entsprechende Gen kann somit nicht mehr an den Ribosomen in ein Protein umgeschrieben werden und

die Translation bleibt aus (Abb. 2-2).

dsRNA

/ RISC mRNA

LOLLLLL Ll
LA iiitll

\».LLUJUJIJ.JJJJJ.

Translation

Abbildung 2-2: Prinzip der RNA-Interferenz. Doppelstringige RNA (dsRNA) wird intrazelluldr in eine
kiirzere siRNA (short interferring RNA) gespalten. Diese bindet an den RNA-induced silencing complex
(RISC). Dieser baut zum einen die doppelstringige siRNA in einstringige siRNA um und rekrutiert den
korrespondierenden mRNA-(messenger RNA-)Strang. SchlieBlich sorgt der RISC fiir die Zersetzung der
mRNA und somit das Ausbleiben der Translation. Das jeweilige Gen kann nicht in ein Protein umgeschrieben
werden.

Die in der Zellkultur eingesetzte siRNA korrespondiert dabei mit dem jeweiligen Gen, das man
ausschalten mochte und kann doppel- oder einzelstringig sein. Bei Kenntnis der bendtigten
Basensequenz ist die siRNA dabei leicht zu synthetisieren. Das Einbringen in die Zelle kann zum einen
tiber lipid-basierte Transfektionsreagenzien als auch durch die Elektroporation der Zellen geschehen

[172].
2.3.2.1 Validierung der Transfektionseffizienz

Fiir die Validierung der Transfektionseffizienz wurde fluoreszenzmarkierte siRNA mit Hilfe von zwei
unterschiedliche Transfektionsreagenzien in die Zellen eingebracht, wobei zwei verschiedene
Konzentrationen eingesetzt wurden. 0,1 Millionen THP-1 Zellen/ ml wurden in eine 24-Well Platte

eingesit und die Zellen analog zu Kapitel 2.2.2.2 mit PMA zu THP-1 Makrophagen ausdifferenziert.
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Jedoch wurde nach 48 Stunden nicht auf das normale komplettierte RPMI 1640 Medium (Tab. 2-3)
gewechselt, stattdessen wurde mit antibiotikafreiem, komplettiertem RPMI 1640 Medium (Tab. 2-6)
gearbeitet. Hierfiir wurde nach dem Waschen der Zellen mit 1 ml PBS mit 500 pl Medium pro Well
inkubiert. Nach 20 Stunden wurde fiir die restlichen 4 Stunden mit 50 nM fluoreszenzmarkierter siRNA
transfiziert. Pro Well wurden insgesamt 100 pl der siRNA/ Transfektionsreagenz-Mischung in Opti-
MEM, welches ein serumfreies Spezialmedium darstellt, zu den Zellen gegeben. Fiir die Transfektion
mit Lipofectamin 2000 wurden pro Well 3 ul der fluoreszenzmarkierten siRNA mit 50 ul OptiMEM in
einem 1,5 ml Reaktionsgefill (PCR-rein) gemischt (Mischung A). Auflerdem wurde 50 pul OptiMEM mit
1 oder 2 pl Lipofectamin 2000 in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl (PCR-rein) versetzt, gemischt und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Mischung B). Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden
Mischung A und Mischung B miteinander vereint, gemischt und fiir weitere 20 Minuten inkubiert.
SchlieBlich wurde dann die komplette Mischung zu den Zellen pipettiert. Fiir die Transfektion mit
Interferin wurden je Well zunéchst 3 ul der fluoreszenzmarkierten siRNA mit 100 pul OptiMEM in einem
1,5 ml Reaktionsgefall (PCR-rein) gemischt und im Anschluss 2 oder 3 ul Interferin zugegeben. Nach
10 Minuten Inkubationszeit wurde im Anschluss die Mischung zu den Zellen pipettiert. Fiir die Kontrolle
wurde 3 ul fluoreszenzmarkierte siRNA mit 100 pul OptiMEM gemischt und zu den Zellen gegeben.
Nach 4 Stunden Transfektionszeit wurde der Zelliiberstand inklusive siRNA und
Transfektionsreagenzien entfernt und fiir einen spiter erfolgten Zellviabilitits-Test (Kap. 2.4.4.4) bei -
20 °C weggefroren. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen und 1 ml komplettiertes RPMI 1640
Medium hinzugefiigt. Fiir die Beurteilung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Da die siRNA mit dem Farbstoff Cyanin 3 gekoppelt war, der bei 550
nm angeregt wird und Licht einer Wellenldnge von 570 nm emittiert, wurde der TRITC Filter verwendet.

Rote Fluoreszenz innerhalb der Zellen wies auf eine erfolgreiche Transfektion hin.

2.3.2.2 Transfektion mit genspezifischer siRNA

Fiir die Transfektion mit genspezifischer siRNA wurde siRNA gegen STX-17 sowie die hierzu
korrespondierende Kontroll-siRNA verwendet, die zwar transfiziert wird, jedoch nicht spezifisch an ein

Gen bindet. Die zugehorige Basensequenzen sind in Tabelle 2- 67 aufgefiihrt.

Tabelle 2-67: Basensequenzen der eingesetzten siRNA

Targetgen Basensequenz
STX-17 5*-GGAAACCUUAGAAGCGGACUUAAUU-3¢
Negativ Kontrolle 5-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3¢

Fir die Transfektion wurden die THP-1 Zellen zundchst mit PMA zu THP-1 Makrophagen
ausdifferenziert (Kap. 2.3.2.1) und mit der siRNA transfiziert. Hierfiir wurde zunichst der mitgelieferte
5x siMAX Puffer mit sterilfiltriertem PCR-Wasser 1:5 verdiinnt. 20 nmol der lyophilisierten siRNA

wurde in 1 ml 1x siMAX Puffer rekonstituiert, um eine 20 uM Losung zu erhalten. Pro Well wurden 0,6
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und 6 pl siRNA mit 50 ul OptiMEM gemischt (Mischung A). AuBerdem wurden 2 pl Lipofectamin 2000
mit 50 pl OptiMEM gemischt (Mischung B) und nach 5 Minuten Inkubationszeit mit der Mischung A
vereinigt. Die Mischung A+B wurde anschlieend fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und zu
den Zellen gegeben. Nach einer Transfektionszeit von 4 Stunden wurde die siRNA-
Transfektionsreagenz-Mischung abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. Anschlieend
wurden die Zellen mit den jeweiligen Stimuli behandelt. Die Effizienz der Genausschaltung wurde

mittels gPCR quantifiziert (Kap. 2.4.6).

2.4 Methoden zur phanotypischen und funktionellen Charakterisierung
2.4.1 Phasenkontrastmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie ist eine Unterform der Lichtmikroskopie und eine Grundlagenmethode
in der Zellkultur, die es erlaubt, starke VergroBerung von kleinen Strukturen und Objekten zu erzeugen.
Sie wird routinem#fig bei allen Arbeiten mit Zellen eingesetzt, um Sicherzustellen, dass diese in
angemessener Weise wachsen, die erwartete Morphologie besitzen sowie keine sichtbare Kontamination
auftritt. Im Allgemeinen bedient sich die optische Mikroskopie den physikalischen Gesetzen der Optik
iiber die Interaktion von Licht mit der Materie und dem Zusammenspiel von Lichtbeugung und
Lichtbrechung.

Da Zellen normalerweise durch ihre transparente Erscheinung nur einen geringen Eigenkontrast
mitbringen, sind sie in der Regel ohne Anfirbung nur schwer erkennbar. Hierfiir kommt das
Phasenkontrastverfahren zum Einsatz, bei dem die Unterschiede in der Dicke eines Objekt und der
Lichtbrechungsindices in einen Hell-Dunkel-Kontrast umwandelt werden [173].

Die phasenkontrastmikroskopischen Aufnahmen wurden von lebenden Zellen in Zellkulturflaschen oder
Zellkulturplatten gemacht, wobei die Aufnahmen mit Hilfe einer extern angeschlossenen Kamera bei

einer 100-fachen Gesamtvergroflerung gemacht wurden.

2.4.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Weiterentwicklung der Lichtmikroskopie, bei der bestimmte
Zielstrukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen oder fluoreszenzmarkierten Antikdrpern markiert werden
konnen. Diese Fluorochrome werden dann mit Licht einer bestimmten Wellenlénge bestrahlt, wobei nach
dem Jablonski Thermschema Elektronen angeregt werden, auf ein hoheres Energieniveau zu wechseln.
Beim Riicktritt in den Grundzustand konnen diese dabei die absorbierte Energie in Form von Licht einer
laingeren Wellenldnge emittieren. So konnen die markierten Strukturen unter dem Mikroskop

wahrgenommen werden [174].
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In dieser Arbeit wurde das Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop BZ-8000 der Firma Keyence
verwendet. Dabei wurden Aufnahmen von lebenden Zellen gemacht, die wie weiter unten beschrieben
mit den jeweiligen Fluorochromen behandelt wurden. Die Ausstattung und die verwendeten Filter sind

der Tabelle 2-68 zu entnehmen.

Tabelle 2-68: Ausstattung des Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop BZ-8000 der Firma Keyence

Fluoreszenzkanal @ Ex. Filter Dichroischer Em. Filter Gemessene
Spiegel Farbstoffe

DAPI-B 360/40 BP 400 460/50 BP

GFP-B 470/40 BP 495 535/50 BP

TRITC 540/25 BP 565 605/55 BP Cy3, LTR

TxRed 560/40 BP 595 630/60 BP

Hellfeld - - - -

2.4.3 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie stromen Zellen oder Partikel einzeln durch einen Kanal und werden dabei
von einem bzw. mehreren Lasern bestrahlt. Dabei gibt es verschiedene Detektoren, die an
unterschiedlichen Positionen das von der Zelle oder dem Partikel ausgehende Streulicht messen. Das
Vorwidrtsstreulicht sagt etwas iiber die Zell- bzw. Partikelgrofe aus, widhrend man iiber das
Seitwirtsstreulicht eine Aussage zur Granularitét treffen kann. Aulerdem kann das Durchflusszytometer
auch eine von den Zellen oder Partikeln ausgehende Fluoreszenz messen und erfassen. Hierfiir sind
unterschiedliche Filter verbaut, die das emittierte Licht einer bestimmten Wellenldnge durchlassen, wenn
die Zellen oder Partikel zuvor mit einem der Laser angeregt werden. Bestimmte Proteinstrukturen der
Zellen kénnen hierbei beispielsweise mit fluoreszenzgekoppelten Antikorpern markiert werden [175] .
In der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fiir die LysoTracker Red Farbung, die
Messung der Oberflichenmarker-Expression, den MitoSox-Test sowie den Annexin-V FITC/
Propidiumiondid (PI) Test.

Fiir die Messungen wurde das Durchflusszytometer CytoFlex der Firma Beckman Coulter verwendet,
das mit den in Tabelle 2-69 aufgefiihrten Lasern und Fluoreszenzkanélen ausgestattet war.

Nach Anschalten des Geridtes wurde zunichst der Abfallbehilter geleert und der Behilter fiir die
Tragerfliissigkeit bis zur Markierung mit CytoFLEX Shealth Fluid aufgefiillt. Auerdem wurde der
Behilter fiir die Tiefenreinigung des Systems, wenn notig, mit CONTRAD 70 Losung, die zuvor 1:1 mit
doppelt demineralisiertem Wasser verdiinnt wurde, aufgefiillt. Das System wurde mit doppelt
demineralisiertem Wasser gespiilt und die einzelnen Laser und Kanile mit den von der Firma gelieferten
Beads (CytoFLEX Daily CQ Fluorosperes) vermessen. Hierfiir wurden 3 Tropfen der Beads in 1 ml
doppelt demineralisiertem Wasser gelost. Diese Mischung konnte anschlieBend bei 4 °C unter
Lichtausschluss aufbewahrt und weiter benutzt werden. AnschlieBend erfolgte die Vermessung der

Proben, wobei 10 000 Ereignisse pro Probe bei mittlerer Flussrate gemessen wurde. Hierfiir wurde
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zunichst jeweils die ungefdrbte Kontrollprobe vermessen und die Signalintensitdt bei vorhandener
Eigenfluoreszenz der Zellen entsprechend heruntergeregelt. Nach Messung aller Proben wurde das
System zundchst mit 1 ml der Reinigungsfliissigkeit (FlowClean Cleaning Agent) fiir 5 Minuten und
anschlieBend mit 1 ml doppelt demineralisiertem Wasser fiir weitere 5 Minuten gespiilt. Bei Messungen
mit Propidiumiodid wurde vor der Endreinigung zunichst eine Tiefenreinigung des Systems fiir

mindestens 30 Minuten durchgefiihrt.

Tabelle 2-69: Ausstattung des Cytoflex Durchflusszytometers der Firma Beckman Coulter

Laser Fluoreszenzkanal Gemessene Farbstoffe
488 nm (blau) 488/8 BP
525/40 BP FITC-gekoppelte Antikorper

585/42 BP Propidiumiodid (PI), PE-gekoppelte
Antikorper, LysotrackerRed, MitoSox Red

610/20 BP
690/50 BP PerCP-gekoppelte Antikorper
780/60 BP
638 nm (rot) 638/6 BP

660/10 BP
712/25 BP
780/60 BP
405 nm (violett) 405/10 BP
450/45 BP
525/40 BP
610/20 BP
660/10 BP
780/60 BP

2.4.3.1 Probenvorbereitung fiir die Durchflusszytometrie

Fiir die Vermessung der Zellen mittels Durchflusszytometrie mussten diese als Suspensionszellen
vorliegen. Dafiir wurden die THP-1 Monozyten in der gewlinschten Anzahl entnommen,
herunterzentrifugiert (200 g, 5 min) und mit 1 ml PBS gewaschen. Da die THP-1 Makrophagen und
primdren Makrophagen jedoch nicht als Suspensionszellen vorlagen, mussten diese zundchst von den
Zellkulturflaschen und Zellkulturplatten abgeldst werden. Hierfiir wurde das alte Medium abgesaugt und
die Zellen mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden mit den in Tabelle 2-70 aufgefiihrten Volumina
TrypLE Express fiir 5 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert und wihrenddessen sowie im
Anschluss an die Inkubationszeit kriftig auf den Boden der Zellkulturflaschen und -platten geklopft, um
die Zellen abzultsen. AnschlieBend wurde die Reaktion mit warmem komplettiertem RPMI 1640
Medium gestoppt und die Zellen zentrifugiert und mit kaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden auf
Eis gelagert und standen so fiir weitere Firbeschritte und die anschlieBende Messung mit dem

Durchflusszytometer zur Verfiigung.
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Tabelle 2-70: Ablosung der Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Art und GréBe der Zellkulturflasche/ - Volumen TrypLE Express Volumen komplettiertes

platte RPMI 1640 Medium
Zellkulturflasche (25 cm?) 2 ml 6 ml
Zellkulturflasche (75 cm?) 5 ml 15 ml

24-Well Platte (je Well) 250 ul 750 ul

2.4.3.2 Oberflachenmarker-Expression

Fiir die Charakterisierung der THP-1 Monozyten und Makrophagen sowie der primdren Makrophagen
wurde die Expression verschiedener, zellspezifischer Oberflaichenmarker mittel Durchflusszytometrie
bestimmt. Hierfiir wurden die Zellen wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben vorbereitet. Die Zellen
wurden in kaltem FACS-Puffer (Tab. 2-20) resuspendiert und ca. 0,4 - 0,5 Mio. Zellen je Probe wurden
in eine 5 ml Rohre fiir die Durchflusszytometrie tiberfiihrt und ab hier auf Eis gestellt. Danach wurde mit
1 ml kaltem FACS- Puffer gewaschen, bei 4 °C zentrifugiert und die Zellen in 200 ul FACS-Puffer
aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen mit den jeweiligen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
sowie den korrespondierenden Isotypenkontrollen (Tab. 2-71) versetzt und fiir 10 Minuten oder 30

Minuten bei 4 °C bzw. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Tabelle 2-71: Fiir die Untersuchung der Oberflichenmarkerexpression verwendete Antikorper

Target Volumen Inkubationsbedingungen
Monoklonaler Antikorper (Klon MOPC-21), PE- Sul 10 min, 4 °C
konjugiert, IgG1,k aus der Maus (Isotypenkontrolle)

Monoklonaler Antikorper (Klon MPC-11), FITC- Sul 10 min, 4 °C
konjugiert, IgG1,k aus der Maus (Isotypenkontrolle)

Monoklonaler Antikorper (Klon S43.10), PerCP- 10 pl 10 min, 4 °C
konjugiert, [gG2a aus der Maus (Isotypenkontrolle)

Monoklonaler humaner CD11b Antikorper (Klon ICRF44 | Sul 10 min, 4 °C

), PE-konjugiert, [gG1,k aus der Maus

Monoklonaler humaner CD14 Antikorper (Klon TiiK4), 10 pl 10 min, 4 °C
PerCP-konjugiert, IgGG2a aus der Maus

Monoklonaler humaner CD163 Antikorper (Klon GH/61), | 5 ul 10 min, 4 °C
PE-konjugiert, IgG1,k aus der Maus

Monoklonaler humaner CD68 Antikorper (Klon Y1/82A), | 5 ul 30 min, 4 °C nach
FITC-konjugiert, IgG1,k aus der Maus Permeablisierung
Polyklonaler Antikorper, PE-konjugiert, IgG aus der 10 pl 30 min, RT

Ziege (Isotypenkontrolle)

Polyklonaler humaner IL-1R1 Antikorper, PE-konjugiert, | 10 ul 30 min, RT

IgG aus der Ziege

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Reaktion mit 1 ml kaltem PBS gestoppt und bei 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 500 pl kaltem FACS-Puffer gewaschen und anschlieBend in 200 ul
kaltem FACS-Puffer aufgenommen und vermessen. Fiir die Farbung des Antigens CD68 wurde eine
intrazelluldre Farbung durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen in 200 ul FACS-Puffer in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdl herunter zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C) und in 100 pl 4 %iger Formaldehydlosung
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(RotiHistofix 4 %) fiir 15 Minuten bei 4 °C fixiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen 2 Mal mit
100 pl PermWash-Puffer gewaschen und im Anschluss in 50 pul PermWash-Puffer aufgenommen. Es
wurde 5 pl des Antikorpers hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei 4 °C unter Lichtausschluss inkubiert.
Dabei handelte es sich bei dem PermWash-Puffer um eine Detergenzienlosung, der die Zellen so
kurzzeitig permeabilisierte, dass die Antikorper die Zellmembran iiberwinden konnten und auch
intrazelluldr an ihr Target binden konnten. Anschlieend wurden die Zellen noch 2 Mal mit 1000 ul
PermWash-Puffer gewaschen und schlieflich in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und ebenfalls

vermessen.

2.4.3.3 LysoTracker Red Farbung

LysoTracker Red ist ein Farbstoff der Firma Thermo Fisher, der als schwache lipophile Base sehr leicht
biologische Membranen tiberwinden kann und in sauren Zellkompartimenten akkumuliert. Der genaue
Mechanismus ist nicht eindeutig geklirt, er wird vermutet, dass der Farbstoff in sauren Organellen
protoniert vorliegt und so eine Fluoreszenz aufweist, die zum Beispiel mit dem Fluoreszenzmikroskop
(Kap. 2.4.2) oder dem Durchflusszytometer detektiert werden kann [176].

Fiir die LysoTracker Red (LTR) Fiarbung wurden die in einer 24-Well Platte ausdifferenzierten THP-1
Makrophagen zunichst mit 100 nM LTR in komplettiertem RPMI 1640 Medium bei 37 °C inkubiert.
Anschlieffend wurden die Zellen kurz mit warmen PBS gewaschen und mit den jeweiligen Stimuli fiir
30 Minuten oder 4 Stunden behandelt (Kap. 2.3.1). Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen
mit 1 ml PBS mit Magnesium und Calcium gewaschen und sofort in 1 ml PBS mit Magnesium und
Calcium unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Fiir die Quantifizierung der Farbung mittels
Durchflusszytometrie wurden die Zellen analog zu Kapitel 2.4.3.1 abgeldst, gewaschen und in 200 pl

kaltem FACS-Puffer aufgenommen und vermessen.

2.4.3.4 MitoSox-Test

MitoSox Red ist ein Farbstoff, der spezifisch intrazelluldr mitochondriale reaktive oxidative Spezies
(ROS) anfirbt. Hierfiir wurde zunichst ein Fldschchen lyophiliserter Farbstoff in 13 pl sterilem DMSO
gelost, um eine Stocklosung von 5 mM zu erhalten. Die in einer 24-Well Platte ausdifferenzierten THP-
1 Makrophagen wurden mit den jeweiligen Stimuli fiir 2 und 4 Stunden inklusiver 1 Stunde
Préinkubation mit Chloroquin (20 uM) behandelt. Das Medium wurde anschlieend abgesaugt und die
Zellen mit 1 ml warmen PBS gewaschen. Die MitoSox Red Stocklosung wurde 1:1000 mit
komplettiertem RPMI 1640 Medium (Tab. 2-3) verdiinnt, sodass eine 5 uM Losung erhalten wurde und
die Zellen pro Well mit 500 pl dieser Losung bei 37 °C fiir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert wurden.
Anschliefend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zwei Mal mit warmem PBS gewaschen und die
Zellen wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben abgelost, mit dem Unterschied, dass die abgeldsten Zellen

mit 1 ml MitoSox FACS-Puffer (Tab. 2-21) gewaschen wurden. Nach dem Herunterzentrifugieren (200
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g, 5 min bei 4 °C) wurden die Zellen in 200 ul MitoSox FACS-Puffer aufgenommen und mit dem
Durchflusszytometer vermessen. Mit der Positivkontrolle wurde analog verfahren, jedoch wurden hier
die Zellen fiir 30 Minuten mit 10 pM Antimycin A behandelt, ehe die Zellen abgeldst, gefarbt und

vermessen wurden.

2.4.4 Zellviabilitats-Tests

Die Viabilitit der Zellkulturen und die Zytotoxizitit eingesetzter Substanzen und Stimuli kann einen
entscheidenden Einfluss auf den Ausgang und die Auswertung unterschiedlicher in vitro Experimente
haben. Die Konzentration von Stimuli und Inhibitoren im Zellkulturexperiment sollte im Idealfall so
ausgewdhlt werden, dass der zu erwartende Effekt erzielt wird, die Zellviabilitdt jedoch nicht negativ
beeinflusst wird. Um eine Aussage iiber letzteres zu treffen, konnen zahlreiche Zellviabilitds- und
Zytotoxizitdts-Tests im Labor zum Einsatz kommen, wobei die einzelnen Testmethoden auf
unterschiedliche Weise ausgewertet werden kdnnen und verschiedenen Testmechanismen zu Grunde
liegen. Somit kann man sich vorstellen, dass die Auswahl eines geeigneten Tests sowohl von der
Praktikabilitdt, der Durchfiihrbarkeit in den jeweiligen Laboren, von den Kosten als auch von der

eigentlichen Aussage und der jeweiligen zu testenden Substanz abhingen kann [177].

2.4.4.1 Trypan Blau Farbung

Bei der Trypan Blau Féarbung handelt es sich um eine sehr einfach durchzufiihrende Methode, um die
Viabilitit der Zellen zu iiberpriifen. Hierfiir wurden die als Suspension vorliegenden Zellen im Verhiltnis
1:1 mit Trypan Blau Losung (Tab. 2-22) gemischt, wobei in der Regel 10 pl Zellsuspension mit 10 pl
Trypan Blau Losung in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl gemischt wurden. 10 pl dieser Zellsuspension
wurden in eine Neubauer Zihlkammer pipettiert und die lebenden und toten Zellen unter dem Mikroskop
ausgezihlt. Dabei erschienen die lebenden Zellen hell auf dunklem Grund, wéhrend der blaue Farbstoff
durch die perforierten Zellmembran von toten und nicht mehr intakte Zellen diffundieren konnte, sodass
diese als dunkle Flecken sichtbar waren [177]. Die Zellviabilitit ergab sich dann aus dem Anteil der

lebenden Zellen an der Gesamtsumme aus lebenden und toten Zellen.

2.4.4.2 Annexin-V FITC/ Propidiumiodid (PI) Test

Beim Annexin-V FITC/ Propidiumiodid (PI) Test handelt es sich um eine doppelte Firbung, mit der
sowohl die in Apoptose gehenden Zellen als auch die bereits nekrotisch gewordenen Zellen erfasst
werden. Annexin-V bindet dabei mit Hilfe von Calcium-Ionen an Phosphadidylserin, einem Lipid, das
extrazellular exprimiert wird, wenn Zellen in Apoptose gehen. PI hingegen ist ein mit der DNA
interkallierender Farbstoff, der nur in Zellen eindringen kann, deren Zellmembran auf Grund von
nekrotischen Vorgidngen nicht mehr intakt ist. Annexin-V FITC und PI koénnen auf Grund ihrer

unterschiedlichen Emissionmaxima bei 517 und 617 nm nebeneinander fiir die Firbung apoptotischer
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und nekrotischer Zellen eingesetzt werden. Dabei erfolgt die Messung mit Hilfe eines
Durchflusszytometers [178].

Fir die Farbung wurden THP-1 Monozyten und ausdifferenzierte THP-1 Makrophagen mit den
jeweiligen Stimuli versetzte, wie unter Kapitel 2.4.3.1 beschrieben vorbereitet, und in 15 ml Réhren
iiberfiihrt. Wichtig war hierbei, dass simtliche Zellkultur- und Waschiiberstinde je Probe zusammen mit
den abgelosten Zellen gesammelt wurden, um bei adhidrenten Zellen auch bereits abgeloste und
schwimmende apoptotische und/ oder nekrotische Zellen miteinzubeziehen. Nach der Zentrifugation
(200 g, 5 min, RT) wurde der Uberstand entfernt und die Zellen mit 1 ml kaltem Annexin-V
Bindungspuffer (Tab. 2-23) gewaschen. Als Positivkontrolle fiir Annexin-V als auch PI diente 10 %
DMSO in komplettiertem RPMI 1640 Medium, das 24 Stunden inkubiert wurde. Die Zellen wurden
anschliefend wie oben beschrieben behandelt. Die Zellen wurden erneut in 1 ml kaltem Bindungspuffer
aufgenommen, in 5 ml Rohren fiir die Durchflusszytometrie iiberfithrt und erneut zentrifugiert. Zur
ungefirbten Kontrolle wurde direkt 200 pl des kalten Annexin-V Bindungspuffers pipettiert und die
Probe auf Eis gelagert. Fiir die PI Kontrolle wurde 190 ul des kalten Bindungspuffers hinzugegeben und
die Probe ebenfalls auf Eis gestellt. Die Annexin-V Kontrolle sowie simtliche Proben wurden in 195 pl
des kalten Bindungspuffers resuspendiert und 5 ul des Annexin-V FITC je Probe hinzupipettiert. Die
Proben wurden kurz gemischt und fiir 10 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde
anschlieBend mit 1 ml kaltem PBS gestoppt, die Zellen zentrifugiert und die Annexin-V Positivprobe in
200 pl kaltem Bindungspuffer resuspendiert, wihrend die restlichen Proben in 190 pl des kalten
Bindungspuffers aufgenommen wurden. Alle Proben wurden bis zur Vermessung auf Eis gestellt. Die
fertige PI-Losung mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurde mit pyrogenfreiem Wasser auf eine PI-
Konzentration von 20 ug/ml verdiinnt. Die ungefirbte Kontrolle sowie die Annexin-V Positivkontrolle
wurden ohne den Zusatz von PI direkt mit dem CytoFLEX Durchflusszytometer vermessen (Kap. 2.4.3).
Zu allen anderen Proben wurde kurz vor jeder Messung 10 ul der verdiinnten PI-Losung pipettiert. Auf
Grund der iiberlappenden Emissionsspektren von Annexin-V FITC und PI musste mit den beiden

Positivkontrollen von Annexin-V FITC und PI eine Kompensation durchgefiihrt werden.

2.4.4.3 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Test und einer der am meisten genutzten Zellviabilitits-Tests. Er
ist mit geringem zeitlichem und apparativem Aufwand durchzufiihren. MTT steht dabei fiir den gelben,
wasserloslichen Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, der zu einem
wasserunloslichen, violetten Formazan reduziert wird. Wahrend lebendige Zellen in der Lage sind, das
MTT zu metabolisieren, bleibt bei toten Zellen diese Reaktion aus und die Losung bleibt gelb. Der genaue
Mechanismus der Umsetzung des MTTs ist nicht genau bekannt, es wird jedoch vermutet, dass iiber

NADH oder andere reduzierende Molekiile die Elektroneniibertragung auf MTT stattfindet. Der MTT-
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Test sagt somit etwas iiber die metabolische Aktivitit der Zellen aus und nimmt dies als Marker, um
zwischen lebendig und tot zu unterscheiden [179].

Die Zellen wurden in einer 96-Well Platte in Triplikaten wie gewohnt stimuliert und behandelt, dabei
wurde jedoch darauf geachtet, dass jeweils die duBleren Wells der Platte leer blieben, diese dienten bei
der Auswertung fiir den Blindwert. AuBlerdem diente als Positivkontrolle eine Stimulation mit 10 %
DMSO in dem jeweiligen verwendeten Stimulationsmedium fiir 24 Stunden. 4 Stunden vor Ende der
eigentlichen Stimulation wurde 25 pl der gelben MTT-Losung (Tab. 2-24) hinzu pipettiert und unter
Lichtausschluss fiir weitere 4 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurde der
Uberstand abpipettiert und im MTT-Abfall entsorgt. Die blauen Formazankristalle wurden in 125 ul
DMSO gelost und auch die dufleren leeren Wells mit jeweils 125 ul DMSO gefiillt. Die Platte wurde
schlieBlich mit Hilfe eines Mikro-Plattenlesers (FLUOstar Optima: Ex. Filter 540/10 BP bzw. Mitras?
LB 943: 540/10 BP) vermessen. Der Blindwert wurde von allen Proben abgezogen und alle Werte

wurden auf die unbehandelte Kontrolle bezogen (Wert von 100 %).

2.4.4.4 LDH-Test

Der LDH-Test ist ein weiterer Zellviabilitits-Test, der analog zum MTT-Test (Kap. 2.4.4.3) ein
kolorimetrischer Test ist. Dabei steht LDH fiir die Laktatdehydrogenase, ein Enzym, das intrazellulidr
vorkommt. Bei geschidigten Zellen kann das Enzym in das Zellkulturmedium abgegeben werden und ist
somit ein Marker fiir die Zellviabilitit. Der Test ldsst sich also sehr gut anwenden, wenn nur die
Zellkulturiiberstande zur Verfiigung stehen. Die LDH-Menge in den Zellkulturiiberstinden wird dabei
iiber eine gekoppelte Enzymreaktion erfasst, wobei am Ende ein farbiges Substrat umgesetzt wird, dessen
Menge mit der LDH Konzentration korreliert [177].

Die Zellen wurden wie gewohnt in eine 24-Well Platte eingesit und stimuliert. Auerdem wurden drei
Kontrollen verwendet, fiir die Negativkontrolle wurden die Zellen nur mit Medium behandelt, fiir die
Messung der spontanen LDH-Ausschiittung wurden die Zellen 45 Minuten vor Ende der Inkubationszeit
mit 100 pl pyrogenfreiem Wasser behandelt und fiir die Positivkontrolle wurden 100 ul des im Test-Kit
enthaltenen Zelllyse-Puffer verwendet und ebenfalls 45 Minuten inkubiert. Im Anschluss an das
Experiment wurde der Zellkulturiiberstand in 1,5 ml Reaktionsgefidfle pipettiert und entweder direkt
vermessen oder bis zur Vermessung bei -20 °C weggefroren. Fiir den eigentlichen Test wurde in einer
96-Well Zellkulturplatte zunéchst in Duplikaten 50 pl der Proben pipettiert. AnschlieBend wurde 50 ul
des LDH-Test Reaktionsmix (Tab. 2-25) zu jedem Well hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wurden per Well 50 ul der im Kit
enthaltenen Stopp-Losung zugegeben und die Absorption mit einem Mikroplattenlese (FLUOstar
Optima: Ex. Filter 492 BP bzw. Mitras? LB 943: 492/10 BP) vermessen. Die Zytotoxizitidt wurde

anschlieBend berechnet, indem die spontane LDH-Ausschiittung von den jeweiligen Proben abgezogen
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wurde und die Absorptionswerte der Proben durch die Absorptionswerte der Positivkontrolle dividiert

wurden.

2.4.5 ELISA-Analytik

Die ELISA-Analytik ist eine sehr weit verbreitete antikorperbasierte Analytikmethode, mit der die
Konzentration bestimmter Antigene in biologischen Proben untersucht werden kann. Diese Antigene
konnen beispielsweise Proteine, Hormone oder Peptide sein, auf Grund dessen die ELISA-Analytik ein
wichtiges Werkzeug in der Immunologie ausmacht. ELISA steht dabei fiir Enzyme-Linkend
Immunosorbent Assay, wobei ein Enzym an einen Antikorper gekoppelt ist, der spezifisch an ein
bestimmtes Antigen bindet. Im Anschluss wird ein Substrat verwendet, welches dann von dem Enzym
umgesetzt werden kann und einen Farbumschlag ausmacht. Dieser kann dann kolorimetrisch vermessen
werden und die Intensitit der Farbung korreliert im Endeffekt mit der Menge an Antigen und kann mit
Hilfe einer Standardgerade des Antigens berechnet werden [180].

In dieser Arbeit wurden Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels ELISA-Analytik bestimmt.
Hierfiir wurden die Test-Kits von zwei unterschiedlichen Firmen genutzt, fiir die Chemo- bzw. Zytokine
CXCLS, IL-6, IL-10 und TNF wurden die ELISA Test-Kits der Firma Invitrogen (iiber Thermo Fisher)
verwendet, fiir IL-1Ra wurde das Test-Kit der Firma Bio-Techne (DuoSet) verwendet. Fiir beide Kits
wurden spezielle 96-Well Platten verwendet, die eine besonders beschichtete Oberfldche besitzen, sodass
die Antikorper gut an die Plattenoberflidche binden kdnnen (Nunc MaxiSorb 96-Well Platten). Die Platten
wurden mit einem Mikroplatten-Leser (FLUOstar Optima: Ex. Filter ABS 450 BP, 550/10 BP bzw.
Mitras? LB 943: 450/10 BP, 560/10 BP) vermessen, wobei die Absorptionswerte der Messungen mit den
beiden Filter voneinander subtrahiert wurden. Es wurden die Mittelwerte der Duplikate gebildet und der
Blindwert abgezogen. Die Konzentration der Proben wurde anhand der Geradengleichung ermittelt, die

sich aus der Messung Standardverdiinnungsreihe ergab.

2.4.5.1 ELISA Test-Kits Invitrogen tiber Thermo Fisher, unbeschichtet

Die 96-Well Platten wurden am Abend zuvor mit dem Capture-Antikorper beschichtet. Hierfiir wurde
der jeweilige Capture-Antikorper im Verhéltnis 1:250 mit dem Beschichtungspuffer, der zuvor im
Verhiltnis 1:10 mit doppelt demineralisiertem Wasser gemischt wurde, verdiinnt. Es wurden 100 pl mit
Hilfe einer Multikanalplatte in jedes Well pipettiert, die Platte mit Parafilm abgedeckt und iiber Nacht
im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Am folgenden Tag wurde die Antikorperldsung entfernt und die Platte
mit dem ELISA-Waschpuffer (Tab. 2-28) 3 Mal gewaschen. Dies erfolgte hidndisch oder mittels eines
Plattenwaschgerits. Beim manuellen Waschen wurde der Waschpuffer vorsichtig iiber die Platte
gegossen, die Platte kurz angeklopft und der Puffer wieder ausgekippt. Dann wurde die Platte auf

Zellstofftiichern trocken geklopft und der Waschschritt fiir weitere 2 Male wiederholt. Beim
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automatischen Waschen wurde fiir den Waschschritt ein Plattenwaschgerit verwendet (WellWash),
welches automatisch den Puffer in die Wells fiillte, die Platte schiittelte und den Puffer wieder absaugte.
AnschlieBend wurde die Platte ebenfalls kurz trocken geklopft. Der Blockierungs-Puffer (5x
ELISA/ELISPOT Diulent) wurde 1:5 mit doppelt demineralisiertem Wasser verdiinnt und jeweils 200 pl
mit einer Multikanalpipette in die einzelnen Wells pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von mindestens
einer Stunde bei Raumtemperatur wurde der Blockierungs-Puffer entfernt. In der Zwischenzeit wurde
der lyophilisierte Standard wie auf dem jeweiligen Gefdll bzw. im Analysenzertifikat angegeben in
doppelt demineralisiertem Wasser rekonstituiert und fiir 15 - 30 Minuten auf dem Schiittler geschiittelt.
Anschlieend wurde mit dem Blockierungs-Puffer eine Standardreihe (Tab. 2-26) hergestellt. Die Proben
wurden ebenfalls, soweit notig, mit Blockierungs-Puffer verdiinnt. Die Platte wurde, wie oben
beschrieben gewaschen, trocken geklopft und jeweils 100 pl des Standards bzw. der Proben in
Duplikaten auf die Platte pipettiert. Nach zwei-stiindiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die
Platte erneut wie beschrieben gewaschen und trocken geklopft und der biotinylierte Detektions-
Antikorper 1:250 in Blockierungs-Puffer verdiinnt. 100 ul des verdiinnten biotinylierten Detektions-
Antikorpers wurden mit einer Multikanalpipette in jedes Well gegeben und erneut fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen und trocknen der Platte wurde das Avidin-HRP
Konzentrat 1:250 in Blockierungs-Puffer verdiinnt und 100 pl je Well pipettiert. Nach 30 Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Platte abermals gewaschen und getrocknet und 100 pl
der TMB-Substratlosung hinzugegeben und unter Lichtausschluss fiir 5-15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, bis eine deutliche Abstufung der Firbung des Standards erkennbar war. Die Reaktion wurde

mit 50 pl je Well ELISA-Stopp-Losung (Tab. 2-29) gestoppt und die Platte vermessen.

2.4.5.2 ELISA Test-Kits DuoSet von Bio-Techne

Fiir die ELISA-Kits der Firma Bio-Techne (DuoSet) wurden die zuvor rekonstituierten Reagenzien und
Antikorper aufgetaut. Die Platten wurden am Abend zuvor mit dem Capture-Antikorper beschichtet.
Hierfiir wurde der Capture-Antikorper, wie im Analysenzertifikat angegeben, mit PBS verdiinnt und je
Well 100 pl pipettiert. Am néchsten Tag wurde die Platte, wie unter Kapitel 2.4.5.1 beschrieben,
gewaschen, getrocknet und mit 300 pl/ Well des Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffers (Tab. 2-30) fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Der Standard wurde, wie in Tabelle 2-26 beschrieben,
verdiinnt und die Proben, wenn notig, mit dem Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffer verdiinnt. Nach dem
Waschen und Trocknen der Platte wurden jeweils 100 ul des Standards bzw. der Proben als Duplikate
pro Well pipettiert und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde der
Detektions-Antikdrper wie im Analysenzertifikat angegeben in Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffer
verdiinnt und nach dem Waschen und Trocknen der Platte jeweils 100 ul je Well auf die Platte gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur wurde die Platte erneut gewaschen,

trocken geklopft, das Streptavidin-HRP Enzym 1:40 in Verdiinnungs-/Blockierungs-Puffer verdiinnt und
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100 pl/ Well hinzu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur und
anschlieBendem Waschen und Trocken klopfen wurde die TMB-Substrat-Losung (Tab. 2-33)
hinzugegeben, wobei wieder 100 ul/ Well verwendet wurden. Unter Lichtausschluss wurde fiir 5-15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bis eine deutliche Abstufung der Féirbung des Standards
erkennbar war. Die Reaktion wurde mit 50 pl je Well ELISA-Stopp-Losung (Tab. 2-29) gestoppt und

die Platte vermessen.

2.4.6 PCR-Analytik

Die PCR-(Polymerase-Ketten-Reaktion-) Analytik ist eine sehr sensitive Methode, um spezifische DNA-
Fragmente eines groBen DNA-Pools zu vervielfiltigen und zu identifizieren. Die Reaktion lduft dabei in
4 Schritten ab: Im ersten Schritt werden die Proben soweit hochgeheizt, dass der Schmelzpunkt der DNA-
Vorlage erreicht wird und die beiden komplementidren DNA-Striange sich voneinander trennen. Dieser
Schritt wird auch als Denaturierung bezeichnet. Im zweiten Schritt, der Hybridisierung oder dem
Annealing, wird die Temperatur soweit heruntergekiihlt, dass die Primer, die als kurze DNA Fragmente
den Startpunkt markieren, an die einstringige DNA-Vorlage binden kénnen. Die Temperatur wird wieder
erhoht, sodass die DNA-Polymerase die einzelnen Nukleotide an die Primer anbauen kann, es entsteht
schlieBlich ein komplementdrer DNA-Strang. Dieser Schritt wird auch als Extension bezeichnet. Eine
Wiederholung aller Schritte wird als Zyklus bezeichnet. Bei jedem Zyklus wird die Anzahl der kopierten
DNA-Molekiile jeweils verdoppelt.

Zur Qualifizierung der PCR konnen die amplifizierten Proben durch Gelelektrophorese aufgetrennt
werden und mit Hilfe eines interkalierenden Farbstoffes wie Ethidiumbromid oder auch SYBR Green
auf dem Gel angefirbt werden. Die Anwesenheit und die Intensitét der einzelnen Banden im Vergleich
zu einem DNA-Leiter lassen auf die (vermehrte) Expression bestimmter Gene schlieen. Diese Methode
wurde in dieser Arbeit fiir die Feststellung von Mykoplasmen-Kontaminationen der eingesetzten
Zellkulturen verwendet (Kap. 2.2.6). Zur Qualifizierung und Quantifizierung kann statt der
herkommlichen PCR eine quantitative (QPCR) durchgefiihrt werden, die die Amplifizierung in Echtzeit
misst und quantifiziert [181].

Da Enzyme, die RNA und DNA abbauen (RNasen und DNasen) per se iiberall vorkommen konnen, ist
bei allen im Folgenden beschriebenen Schritten darauf zu achten, Verbrauchsmaterialien zu benutzen,
die DNase und RNase frei sind und fiir die PCR geeignet sind. Dies betrifft insbesondere die 1,5 ml
Reaktionsgefifle als auch die Pipettenspitzen, wobei nur Filterspitzen eingesetzt werden sollten. Wasser
fiir die Reaktionen sollte PCR-rein sein oder zuvor mit DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Lésung behandelt
werden (Tab. 2-34), um mogliche vorkommende DNasen und RNasen zu zerstoren. Mit Ausnahme des
Mykoplasmen-Tests, wurde die Hoch- und Runterregulation sowie das Vorhandensein bestimmter Gene

mittels qPCR untersucht. Es wurden cDNA (komplementidre Desoxyribunukleinsidure, complementary
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deoxyribonucleic acid) Proben als DNA-Vorlage verwendet, wobei die hierfiir benétigte RNA zunichst

isoliert und in einem weiteren Schritt in cDNA umgeschrieben wurde.

2.4.6.1 RNA- Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem innuPREP RNA Mini Kit 2.0 der Firma Analytik Jena. Fiir die
Probengenerierung wurden die Zellen wie oben beschrieben in 24-Well Platten einsét und je nach Zellart
ausdifferenziert. Nach der Inkubation mit bestimmten Stimuli wurde der Uberstand entfernt und 400 pl
der im Kit enthaltenen Lysis Solution RL hinzugegeben und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer 1000 ul Pipette das Lysat hoch und runter pipettiert und
hierdurch homogenisiert. Nach weiteren 3 Minuten Inkubationszeit wurde das Lysat in 1,5 ml
Reaktionsgefiden (PCR-rein) gesammelt und entweder bei -20 °C weggefroren oder gleich
weiterverwendet. Hierfiir wurde das Lysat auf den blauen Filter (Spin Filter D) gegeben und dieser samt
eines Auffanggefifes bei 11 000 g fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Filter mit der
aufgefangenen genomischen DNA (gDNA) wurde verworfen und das Eluat mit 400 ul 70 %igen Ethanol
in DEPC-Wasser (Tab. 2-35) hinzu pipettiert, gemischt und anschlieBend auf einen pinken Filter (Spin
Filter R) gegeben, unter dem sich ein neues Reaktionsgefdll befand. Filter und Reaktionsgefifs wurden
erneut bei 11 000 g fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Die
Washing Solution HS wurde wie auf der Flasche beschrieben mit absolutem Ethanol gemischt und 500
ul dieser Mischung auf den Filter pipettiert, unter dem sich ein neues Reaktionsgefifl befand. Es wurde
erneut bei 11 000 g fiir 1 Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Die
Wasching Solution LS wurde wie auf der Verpackung angegeben mit absolutem Ethanol gemischt und
700 pl dieser Mischung auf den Filter pipettiert, unter dem sich ein neues Reaktionsgefill befand. Nach
der Zentrifugation bei 11 000 g fiir 1 Minute bei Raumtemperatur wurde das Filtrat verworfen und der
Filter auf einem neues Reaktionsgefil} platziert. Zur Entfernung des Ethanols wurde der Filter erneut bei
11 000 g fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und ein
Eluierungs-Reaktionsgefill unter dem Filter platziert. Es wurde 60 ul RNase-freies Wasser auf den Filter
pipettiert, fiir 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert und die reine RNA bei 11 000 g fiir 1 Minute bei
Raumtemperatur eluiert. Die RNA wurde auf Eis gelagert und entweder direkt fiir die cDNA-Synthese

verwendet oder bei -80 °C weggefroren.

2.4.6.2 cDNA Synthese

Die cDNA-Synthese schlie3t sich an die RNA-Isolation an, wobei cDNA die komplementdre DNA zur
isolierten RNA ausmacht. Sie wird mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in einer PCR gebildet

und amplifiziert. Hierfiir wurde das iScript cDNA Synthese Kit der Firma Bio-Rad verwendet, welches

alle notwendigen Komponenten enthilt. Zunédchst wurden alle Kit Bestandteile aufgetaut und pro
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Reaktion/ Probe wie in Tabelle 2-72 beschrieben zu einem so genannten Master-Mix in einem 1,5 ml

Reaktionsgefidl (PCR-rein) auf Eis zusammen gemischt.

Tabelle 2-72: Master-Mix fiir die cDNA Synthese

Komponente Volumen pro Reaktion/ Probe in ul
5x iScrip Reaktions Mix 4
iScript Reverse Transkriptase 1
Nuklease-freies Wasser 7

12 ul des Master-Mixes wurden je Probe auf Eis in ein 0,2 ml Reaktionsgefidfe (8er Streifen) pipettiert
und jeweils 8 ul der RNA-Probe hinzugegeben. Die Reaktionsgefifle wurden kurz zentrifugiert und auf
den Heizblocks eine Thermo-Cyclers (Thermocycler T Gradient) oder eines qPCR Gerites ohne

Fluoreszenzmessung (qTower3 G) gestellt und nach dem folgenden Protokoll amplifiziert:

Tabelle 2-73: Reaktionsprotokoll fiir die cDNA-Synthese

Schritt Reaktionszeit und -temperatur
Initialschritt (Priming) 5 min bei 25 °C

Reverse Transkription 20 min bei 46 °C

Reverse Transkriptase Inaktivierung 1 min bei 95 °C

Optionaler Schritt Halten bei 4 °C

Die Proben wurden anschlieBend mit 60 ul Wasser (PCR-Grad) gemischt und erneut kurz zentrifugiert.
Danach wurden die Proben in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl (PCR-rein) pipettiert und bei -20 °C

weggefroren oder direkt fiir die qPCR verwendet.

2.4.6.3 qPCR

Fiir die qPCR wurde der Farbstoff SYBR Green I verwendet, der an doppelstringige DNA bindet und
ein so ein messbares Fluoreszenzsignal aussendet. Fiir gPCR wurde der iTaq Universal SYBR Green
Supermix der Firma Bio-Rad verwendet. Dieser ist ein fertiger, 2x konzentrierter Reaktionsmix, der
neben dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I eine DNA-Polymerase, Nukleotide und
Magnesiumionen enthielt [182]. Zunéchst wurde der Master-Mix hergestellt, indem der iTaq Universal
SYBR Green Supermix, die Primer (die jeweiligen Primersequenzen sind in Tabelle 2-80 aufgefiihrt)
sowie Wasser (PCR-Grad) auf Eis in einem 1,5 ml Reaktionsgefidl (PCR-rein) gemischt wurden (Tab.2-
74).

Tabelle 2-74: Master-Mix fiir die qPCR

Komponente Volumen pro Probe in pl
iTaq SYB Green Supermix 5

Spezifischer Primer, vorwérts 0,5

Spezifischer Primer, riickwirts 0,5

Wasser (PCR-Grad) 2
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In einer 96-Well Platte (PCR-rein) wurden je Probe 8 ul des Master-Mixes und mit 2 ul der jeweiligen
Probe in Duplikaten auf Eis pipettiert. Die Platte wurde mit einer speziellen Abdeckfolie luftdicht
verschlossen und fiir 2 Minuten bei 400 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Platte wurde in das
gPCR System (LightCycler 480 oder qTOWER3G touch) gestellt und nach dem folgendem Protokoll

amplifiziert:

Tabelle 2-75: Reaktionsprotokoll fiir die cDNA-Synthese

Schritt Reaktionszeit und -temperatur sowie Heizrate
Vorheizen des Deckels 100 °C

Initialschritt (Priming) 5 min bei 95 °C, 4,4 °C/s

Denaturierung 10 s bei 95 °C, 4,4 °C/s

Annealing 10 s bei 60 °C, 2,2 °C/s 45 Zyklen
Extension 10 s bei 72 °C, 4,4 °C/s

Schmelzkurve 15 s bei 60 — 95 °C, 1 °C/s

Die Auswertung erfolgte anschlieBend mit Hilfe des jeweiligen Auswertungsprogramms des qPCR
Systems nach der AACt-Methode. Hierfiir wurden zunichst die beiden Ct-Werte des Target- und des
jeweilige Haushaltsgens voneinander subtrahiert (ACt) und anschlieBend noch die Differenz des ACt-

Wertes der behandelten Probe zum ACt-Wert der unbehandelten Kontrolle gebildet (AACt). Der

erhaltene Wert wurde dann in die Gleichung der n-fachen Expression eingesetzt (2~24C€t),

Tabelle 2-76: Verwendete Primer-Sequenzen

Primer Sequenz

CXCLS, riickwiirts 5’-GTCCACTCTCAATCACTCTCAG-3’
CXCLS, vorwirts 5’-CAAGAGCCAGGAAGAAACCA-3’
GAPDH, riickwirts 5“TGAGCGATGTGGCTCGGCT-3*
GAPDH, vorwirts 5‘-CTCTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3°
IL-1R2, riickwirts 5-“TAGTGCAGACGTAGGTGCCA-3°
IL-1R2, vorwirts 5‘“CATTACAAGCGGGAGTTCAG-3°
IL-1Ra, riickwirts 5-AAGGTCTTCTGGTTAACATCCC-3¢
IL-1Ra, vorwirts 5“CTCCTCTTCCTGTTCCATTCAG-3¢
YWHAZ, riickwirts 5“GAAGCATTGGGGATCAAGAA-3¢
YWHAZ, vorwiirts 5-AGACGGAAGGTGCTGAGAAA-3*

2.4.7 Western Blot Analytik

Die Western Blot Analytik dient dem qualitativem und semi-quantitativem Nachweis von bestimmten
Proteinen aus einer komplexen Proteinmischung. Fiir die Durchfiihrung in der Zellkultur miissen im
Rahmen der Probenvorbereitung die Zellen zunéchst lysiert werden, die Proteinmenge bestimmt werden
und die Proteine denaturiert werden. In einem weiteren Schritt werden die Proteine der Grofe nach
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die so enthaltenen Proteinbanden des Gels schlieSlich auf eine
Membran transferiert. Dieser Schritt wird als eigentliches Blotting bezeichnet. Die Membran kann

anschliefend mit Antikorpern inkubiert werden, die spezifisch an das gesuchte Protein binden. Mit Hilfe
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eines Sekunddrantikorpers, der entweder mit einem Enzym gekoppelt ist (meist ist dies dhnlich wie bei
der ELISA-Analytik HRP) oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Das Substrat ECL (erhohte
Chemiluminiszenz), welches ein Luminolderivat ist, das im basischen durch Oxidation des HRP zu
einem chemiluminiszierenden Produkt umgesetzt werden kann, kann am Ende mit Hilfe eines

Geldokumentationssystems detektiert werden [183].

2.4.7.1 Probenvorbereitung

Die jeweiligen Zellen wurden wie bereits beschrieben in 6-Well Platten eingesit, ausdifferenziert und
stimuliert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen pro Well mit 2
ml kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurde jeweils 100 ul des frisch hergestellten RIPA-Puffers
(Tab. 2-36) auf die Zellen gegeben, die Platte auf Eis gestellt und fiir 30 Minuten auf dem Schiittler
lysiert. Der Erfolg der Lyse wurde mit dem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert und die noch
adhidrenten Zelliiberreste mit Hilfe eines Zellschabers abgelost. Der komplette Inhalt des Wells wurde in
ein 1,5 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt und die Proben auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde das Zelllysat
fiir 30 Minuten bei 18 500 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend vorsichtig in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt und das Pellet verworfen. Die Proben wurden entweder auf Eis
gelagert oder bei -20 bis -80 °C eingefroren. 12 ul der Proben wurden direkt fiir die Bestimmung der
Proteinmenge (Kap. 2.4.7.2) verwendet. Von der verbleibenden Probe wurde das Volumen bestimmt und
im Verhiltnis 1:3 mit dem DTT/Ladepuffer-Mix (Tab. 2-44) gemischt, der zuvor ausgehend vom
benotigten Volumen frisch hergestellt wurde. Die Proben wurden bei 95-100 °C fiir 5 Minuten denaturiert
und anschliefend auf Eis gekiihlt. Dabei konnte das im DTT/Ladepuffer enthaltene SDS (Natrium
Dodecylsulfat) an die hydrophoben Regionen der Proteine binden und so dafiir sorgen, dass am Ende alle
Proteine gleich stark negativ geladen sind. Unter Erhitzen sorgt es, zusammen mit dem Reduktionsmittel
DTT, fiir die vollstdndige Denaturierung der Proteine [184]. Nach dem Zentrifugieren (18 500 g, 5
Minuten bei 4 °C) wurden die Proben entweder direkt fiir die Gelelektrophorese verwendet (Kap. 2.4.7.3)

oder bei -20 bis -80 °C bis zur Verwendung weggefroren.

2.4.7.2 Bestimmung der Proteinmenge

Da bei der anschlieBenden Gelelektrophorese in jede Tasche des Gels die gleiche Menge an Protein
geladen werden soll, musste zunichst die Gesamtproteinmenge der Proben bestimmt werden. Hierfiir
wurden die bei der Probenvorbereitung (Kap. 2.4.7.1) entnommenen 12 pl mit 48 ul RIPA-Basalpuffer
(Tab. 2-37) gemischt und so im Verhiltnis 1:5 verdiinnt. Die Proteinbestimmung erfolgte mit einem BCA
(Bicinchoninsdure) Kit der Firma Thermo Fisher (Pierce BCA Protein Assay). BCA bildet mit Proteinen
einen wasserloslichen Chelat-Komplex, der Licht einer Wellenlinge von 562 nm absorbiert. Die
Proteingehalt korreliert dabei mit der Menge des entstehenden BCA-Komplexes und ldsst sich mit Hilfe

einer Standardgerade berechnen [185]. Die Standards A-I wurden dabei wie in Tabelle 2-45 beschrieben
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hergestellt. Fiir die Reaktionslosung wurde Losung A (Reagent A) und Losung B (Reagent B) im
Verhiltnis 50:1 gemischt. In eine 96-Well Platte wurde jeweils 25 ul der Standards bzw. der verdiinnten
Proben in Duplikaten pipettiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Multikanal-Pipette in jedes Well
200 pul der Reaktionslosung gegeben und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit
wurde die Platte fiir 30 Minuten auf Raumtemperatur gekiihlt und mit Hilfe eines Mikroplatten-Lesers
(FLUOstar Optima: Ex. Filter 550/10 BP bzw. Mitras? LB 943: 560/10 BP) vermessen. Der Blindwert
wurde von allen Proben abgezogen und die Konzentrationen mit Hilfe der Geradengleichung der

Standardreihe ermittelt.

2.4.7.3 SDS-PAGE (Gelelektrophorese)

Die SDS-PAGE beschreibt eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Durch die Aufhebung der
Ladungsunterschiede der Proteine konnen diese der GroBe nach im elektrischen Feld in einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. Es erfolgt also eine Grofentrennung der Proteine von grof3 nach
klein [186].

Das Gel wurde wie in Tabelle 2-50 und 2-51 beschrieben gegossen, in die Elektrophoresekammer
(Gelelektrophoresesystem Mini-PROTEAN Tetra Cell) eingespannt und die Kammer mit ausreichend
Laufpuffer gefiillt, wobei dieser zuvor 1:10 aus der Stocklosung (Tab. 2-52) verdiinnt wurde und der pH-
Wert auf 8,3-8,6 eingestellt wurde. Der Kamm wurde entfernt und jede einzelne Tasche kurz mit Hilfe
einer 100 pl Pipette mit Laufpuffer gespiilt. Je Tasche wurden 20 pg Protein sowie 3 pul des vorgefirbten
Proteinleiters aufgetragen. Die leeren Taschen wurden mit ca. 10 ul des Ladepuffers (Tab. 2-42) gefiillt,
sodass moglichst ein gerades Laufen der Proben erzielt wurde. Es wurde zunichst eine konstante
Spannung von 100 V angelegt. Nach ca. 15 Minuten sammelten sich die Proteine an der Grenzfliche von
Sammel- und Laufgel, sodass die Spannung auf 150-200 V erhoht wurde. Die Elektrophorese wurde
beendet, sobald die Bromphenolblau-Bande des Ladepuffers das Ende des Gels erreicht hatte. Dies war
in der Regel nach ungefihr einer Stunde der Fall. Die Glasplatten wurden vorsichtig aus der Apparatur
genommen und mit Hilfe eines Schiebers geoffnet. Das Sammelgel wurde entfernt und das verbelibende
Laufgel in Transfer-Puffer, der zuvor 1:10 verdiinnt wurde (Tab. 2-53) bis zum Transfer-Schritt (Kap.
2.4.7.4) eingelegt.

2.4.7.4 Protein-Transfer (Western Blot)

Beim eigentlichen Transfer-Schritt erfolgte schlieBlich die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf
eine Membran im elektrischen Feld (Elektrotransfer), die schlieflich mit den jeweiligen Antikdrpern
detektiert werden konnten. Hierfiir wurde eine PVDF-(Polyvinylidenfluorid-)Membran verwendet.
PVDF ist ein sehr hydrophobes, lineares Polymer mit sich wiederholenden Einheiten von (-CF,-CH,-).
Durch die Kombination von polaren- und hydrophoben Wechselwirkungen kénnen Proteine sehr gut an

die PVDF-Membran binden [187]. Jedoch mussten die PVDF-Membranen auf Grund der starken
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hydrophoben Eigenschaften zunéchst dquilibriert werden, damit diese iiberhaupt von den hydrophilem
Transferpuffer und den folgenden Antikorperlosungen benetzt werden konnte. Hierfiir wurden die
Membranen zunichst auf die GroBe der Gele zurechtgeschnitten, wobei darauf geachtet wurde, die
Membran nicht direkt zu beriihren und stattdessen eine Pinzette zu benutzen. Die Membran wurde erst
fiir 20 Sekunden in Methanol (100 %) getaucht, gefolgt von 2 Minuten in doppelt demineralisiertem
Wasser und anschlieend 5 bis 15 Minuten in Transferpuffer. Aulerdem wurde pro Gel zwei passende
Filterpapiere (Blotting Pads) vollstindig mit Transferpuffer getrinkt. Der Transfer erfolgte schlieBlich
mit einem Halb-Trockenen-Verfahren (Semi-Dry Blot), wobei das Trans-Blot Turbo Transfersystem der
Firma Bio-Rad zum Einsatz kam.

Fiir den Semi-Dry-Blot wurde die Kassette aus dem Gerit entnommen und geoffnet. Auf das Unterteil,
die Anode, wurde zunichst ein getrinktes Filterpapier, dann die Membran, das Gel und ein weiteres
getrinktes Filterpapier geschichtet. Mit Hilfe einer Rolle wurden mogliche Luftblasen zwischen Gel und
Membran vorsichtig entfernt, um eine moglichst vollstindige Proteiniibertragung zu gewihrleisten. Der
Deckel wurde aufgelegt und geschlossen und die Kassette in das Gerit geschoben. Fiir den Transfer
wurde das Standardprogramm der Firma Bio-Rad benutzt (25 V, 1 A, 30 Min).

Nach erfolgtem Transfer wurde die Kassette aus dem Gerét entnommen und vorsichtig gedffnet. Die
Membran wurde mit Hilfe einer Pinzette in einen Behélter mit ca. 10 ml TBS-T-Puffer (Tab. 2-55) gelegt
und so 3 Mal fiir 5 Minuten auf dem Orbitalschiittler gewaschen. In der Zwischenzeit wurde die
Blockierungslosung frisch hergestellt (Tab. 2-56) und die Membranen am Ende der Waschschritte mit
jeweils 10 ml Blockierungslosung fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Blockierungsschritt sorgte
dabei dafiir, die unspezifischen Bindungen der Antikorper bei der anschlieenden Inkubation mit den
Primirantikdrpern zu minimieren. Nach erneutem 3-maligen Waschen der Membran wie oben
beschrieben, wurde diese mit 10 ml der jeweiligen Primérantikorper-Losung (Tab. 2-57) tiber Nacht bei
4 °C auf dem Orbitalschiittler inkubiert. Am nédchsten Tag wurde der Primédrantikorper entfernt und die
Membran erneut wie oben beschrieben gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit 10 ml des
HRP-gebundenen Sekundir-Antikorpers fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Orbitalschiittler
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran, wie bereits beschrieben, gewaschen und mit der ECL-
Losung inkubiert, wobei diese kurz zuvor 1:1 verdiinnt wurde. Nach 30 Sekunden wurde die Membran
in das Geldokumentationsgerit gelegt und alle 30 Sekunden ein Chemilumineszenz-Bild bis zur
Siattigung der Banden aufgenommen. Die Membran wurde im Anschluss daran wieder 3 Mal fiir 5
Minuten in TBS-T-Puffer gewaschen und eventuell wie oben beschriecben mit einem weiteren
Primirantikorper behandelt, wobei als letzter Schritt die Inkubation mit der Ladekontrolle Beta-Aktin
erfolgte, einem Haushaltsprotein, das soweit nicht von der Stimulation beeinflusst wurde. Die
Auswertung erfolgte iiber die densiometrische Bestimmung der Banden mit Hilfe der Software ImagelJ,
wobei dabei zunéchst die Banden der einzelnen Proben auf die Ladekontrolle Beta-Aktin bezogen und

im Anschluss daran auf die Kontrolle relativiert wurden.
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2.4.8 ESR-Spektroskopie

Die ESR(FElektronen-Spin-Resonanz-)Spektroskopie ist ein Verfahren, mit der die Bildung reaktiver
Oxidativer Spezies (ROS) in Zellen untersucht werden kann. Dabei wird bei der ESR-Spektroskopie eine
Probe in ein dufleres Magnetfeld gebracht und gleichzeitig mit einer Mikrowelle bestrahlt und die
resonante Absorption dieser Energie gemessen. Proben, die ein permanentes magnetisches Moment, also
ungepaarte Elektronen besitzen, konnen so vermessen werden. Der so genannte Spin eines ungepaarten
Elektrons ist fiir das permanente magnetische Moment verantwortlich und kann sich, wenn es in ein
duBeres Magnetfeld eingebracht wird, parallel oder antiparallel zu diesem ausrichten. Die parallele
Ausrichtung besitzt dabei eine hohere Energie als die antiparallele Ausrichtung. Die Energieunterschiede
sind dabei proportional zum &duBleren Magnetfeld. Die Absorption der Strahlung sorgt so fiir das
Umklappen des Spins, was auch als Resonanz bezeichnet wird, wobei die Frequenz der
elektromagnetischen Strahlung genauso groff sein muss, wie der Unterschied der beiden
Energiezustinde. Das Umklappen des Spins in den parallelen Zustand kann dann detektiert werden.
Dabei wird mit einem variablen #duleren Magnetfeld und einer konstanten Frequenz der
elektromagnetischen Strahlung gearbeitet. Je mehr ungepaarte Elektronen in der Probe vorhanden sind,
desto mehr Strahlung kann absorbiert werden, was zu einem stirkeren Signal fithrt [188]. Auch Radikale
enthalten ungepaarte Elektronen, sodass theoretisch auch ROS direkt detektiert werden kdnnen. Da diese
aber sehr kurzlebig sind und somit in der Praxis schwer zu messen, werden diese mit so genannten
Spinmarkern erfasst. Dies kann z. B. das 2,2,6,6,-Tetramethyl-1-piperidinyloxy (TEMPO) sein. Es
besitzt ein freies Elektron und ist sehr lipophil. So kann es von den Zellen gut aufgenommen werden und
direkt mit freien Radikalen reagieren und wirkt als Antioxidans. Schon TEMPO alleine gibt somit ein
Signal in der ESR-Spektroskopie. Eine Abnahme des TEMPO-Signals korreliert mit der Anwesenheit
von ROS in der Zelle [189].

Die Durchfiithrung der Experimente fiir die ESR-Spektroskopie erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Martina Meinke in den Laboren der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie
und Allergologie der Charité Berlin. Fiir den Versuch wurden die THP-1 Zellen wie bereits beschrieben
in 6-Well Platten eingesit und ausdifferenziert. Die Zellen wurden in der Platte mit oder ohne Chloroquin
fiir eine Stunde vorinkubiert und anschlieBend abgelost. Hierfiir wurde das alte Medium abgesaugt, die
Zellen mit 2 ml warmem PBS gewaschen und mit 500 pl TripLE Express fiir 5 Minuten bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Dabei wurde die Unterseite der Platte geklopft, damit die Zellen sich moglichst
vollstindig ablosten. Die Reaktion wurde mit 1,5 ml komplettiertem RPMI 1640 Medium gestoppt und
die Zellen bei 200 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur herunterzentrifugiert und mit 1 ml PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauerzihlkammer gezédhlt und 1 Millionen Zellen pro
Probe in ein 1,5 ml Reaktionsgefill gegeben. Die Zellen wurden in 950 pl Glukose-PBS-Losung (Tab.
2-58) aufgenommen und 50 ul TEMPO-Losung (Tab. 2-60) und die jeweiligen Stimuli hinzugefiigt.
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Jeweils 50 ul der Zellsuspension wurden mit Hilfe einer Kapillare aufgenommen und sofort vermessen
(Zeitpunkt 0). Die restlichen Zellen wurden auf einem Wasserbad bei 37 °C temperiert. Zunichst wurde
alle 6 Minuten sowie nach 30 Minuten alle 15 Minuten 50 pl Zellsuspension mit Hilfe einer Glaskapillare
entnommen und vermessen. Die Messung wurde nach 60 Minuten beendet. Als Negativkontrolle wurde
die reine TEMPO-L6sung vermessen (950 ul Glukose-PBS-Losung mit 50 ul TEMPO-Lo6sung). Fiir die
Positivkontrolle wurden 1 Millionen Zellen nach dem Ablésen und Waschen in 950 ul Glukose-PBS-
Losung aufgenommen, 50 ul TEMPO-Losung hinzugefiigt und fiir 46,2 Sekunden mit UV-Licht
bestrahlt. Als Blindwert wurde vor der Messung die Kapillare ohne Inhalt vermessen. Fiir die Messung
wurde ein X-Band ESR Spektrometer (MiniScope MS 400) mit einer Temperiereinheit (BTCO1) der

Firma Magnettech verwendet. Dabei wurden die in Tabelle 2-77 beschriebenen Einstellungen verwendet.

Tabelle 2-77: Einstellungen des X-Band ESR Spektrometer (MiniScope MS 400)

Parameter Wert
Frequenz 9,5 GHz
Mikrowellenstéirke 10 mW
Magnetische Feldstirke 336 mT
Bandbreite des Magnetisches Feldes 6 mT
Modulationsamplitude 0,2 mT
Signalverarbeitung 20 s

Nach der Untersuchung wurde die Zellviabilitit der Zellen mittels Trypan Blau ermittelt (Kap. 2.4.4.1).
Die Signalintensitit der einzelnen Proben wurde schlielich fiir die Auswertung auf die Signalintensitit

der Kontrolle bezogen.

2.4.9 SEAP-Reporter-Test

Der SEAP-Reporter-Test ist eine Methode, um die transkriptionelle Aktivitét in eukaryotischen Zellen
in Abhingigkeit bestimmter Stimuli zu untersuchen. Das SEAP- (sekretierte Alkalinphosphatase-) Gen
translatiert dabei fiir ein Enzym, das im alkalischen eine grole Anzahl an Substraten umsetzen kann. Das
SEAP-Reportergen wird dabei in die Zelle transfiziert und ist an eine bestimmte Promoterregion des
Genoms gebunden. Eine Aktivierung der jeweiligen Genabschnitte durch die korrespondierenden
Transkirptionsfaktoren fiihrt zur Freisetzung von SEAP, das schlieBlich ein zugegebenes Substrates
kolorimetrisch umsetzt, das dann wiederum vermessen werden kann [190].

Die in dieser Arbeit verwendeten HEK blue IL-1p Zellen waren neben dem IL-1 Rezeptor ebenfalls mit
einem SEAP-Reporter-Gen transfiziert, dass durch antriggern des IL-1 Signalwegs zur Freisetzung des
Enzyms ins Zellkulturmedium fiihrte. HEK blue IL-1p Zellen wurden wie unter Kapitel 2.2.5.2 in mit
Polylysin beschichtete 96-Well Platten eingesit und als Duplikate mit den jeweiligen Stimuli inkubiert.
Das SEAP-Substrat Quanti-Blue (Kap. 2.1.3.10) wurde entsprechend hergestellt und je 200 pl pro Well
in einer 96-Well Platte mit Hilfe einer Multikanalpipette vorgelegt. Jeweils 20 pl des
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Zellkulturiiberstandes wurde am Ende der Inkubationszeit hinzu pipettiert, wobei reine Quanti-Blue-
Losung als Blindwert genommen wurde. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 10 ng/ml rh-IL-1f
stimuliert. Die Proben wurden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, wobei alle 5 Minuten mit dem
Mikroplatten-Leser (FLUOstar Optima: Ex. Filter 640/10 BP bzw. Mitras? LB 943: 620/10 BP) gemessen

wurde, bis fiir die Positivkontrolle eine Absorption von 0,8-1,2 gemessen wurde.

2.5 Statistik

Im Ergebnisteil wurde, bis auf wenige Ausnahmen, die Ergebnisse von mindestens 3 unabhingigen
Experimenten zusammengefasst, wobei die Mittelwerte + oder + der Standardabweichung (SD, standard
deviation) dargestellt sind.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 8. Unter der Annahme einer
Normalverteilung wurden beim Vergleich von zwei Gruppen der Einstichproben-t-Test (ungepaart)
angewendet. Beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde in Abhéngigkeit von der Anzahl der
unabhingigen Variablen mittels Ein- bzw. Zweifaktorieller Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferoni-Test,
auf signifikante Unterschiede gepriift.

Die Signifikanzniveaus in den Abbildungen sind folgendermaBen zu verstehen: * p < 0,05; ** p < 0,01

und *** p < 0,001, jeweils zwischen zwei verglichenen Proben.
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3.1  Charakterisierung und Differenzierung von Makrophagen und
Monozyten

Aktuelle Untersuchungen der Arbeitsgruppe beschiftigen sich mit der Beteiligung von Langerhans-
Zellen sowie dermalen Dendritischen Zellen am Entziindungsgeschehen. Fiir beide Zelltypen konnte
bereits gezeigt werden, dass diese in vitro sehr unterschiedlich auf virale und bakterielle Antigene sowie
entzlindliche Reize reagieren [155]. AuBerdem sind sie im unterschiedlichen Ausmall an der
Immunantwort auf lysosomotrope Stoffe beteiligt [156, 157]. Da sich die folgende Arbeit mit
Makrophagen als einen weiteren wichtigen Zelltyp des angeborenen Immunsystems beschiftigt [11],
mussten zunéchst geeignete in vitro Modelle gefunden und etabliert werden. Hierfiir wurde zum einen
THP-1 Zellen als eine weit verbreitete humane Monozytenzelllinie, die in einem weiteren Schritt zu
makrophagenéhnlichen Zellen ausdifferenziert wurden, eingesetzt. Zum anderen konnten primére
humane Makrophagen aus peripheren mononukleidren Blutzellen (PBMCs) generiert werden. Fiir die
Charakterisierung dienten spezifische Oberflichenmarker, die die gewiinschten Zellpopulationen an
ihrer Oberfliche exprimierten sowie die Feststellung einer addquaten Immunantwort auf

inflammatorische Stimuli [191].

3.1.1  THP-1 Monozyten und THP-1 Makrophagen

THP-1 Zellen (THP-1) und die aus ihnen generierten Makrophagen (THP-1 M¢) sind weitreichend
genutzte einfache Zelllinienmodelle, um molekulare (immunologische) Prozesse in in vitro
Experimenten zu untersuchen. Dabei wird zur Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen am
haufigsten Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) verwendet [167]. Trotz der vielfachen Anwendung
unterscheiden sich die in der Literatur verwendeten Differenzierungsmethoden mit PMA stark. Haufig
findet man sehr unterschiedliche PMA-Konzentrationen sowie Stimulationszeiten. Teilweise wird auf
eine anschlieBende Ruhephase mit PMA-freiem Medium verzichtet oder die Zeitspannen der
Ruhephasen sind sehr unterschiedlich [192]. Es wird jedoch vielfach darauf hingewiesen, dass sowohl
zu hohe PMA-Konzentrationen als auch das Auslassen einer Ruhephase nach der PMA-Exposition, zu
einer Hochregulation bestimmter, durch NF«xB induzierter Gene filhren kann. Hierdurch kann zum
Beispiel der eigentliche Effekt von inflammatorischen Stimuli iiberdeckt und maskiert werden [192].
Dies macht es unumginglich, die fiir die eigenen Laborvoraussetzungen optimalen
Versuchsbedingungen ausfindig zu machen und eine geeignete Methode zu etablieren.

Die als Suspensionszellen vorliegenden THP-1 Monozyten wurden mit zwei verschiedenen PMA-
Konzentrationen (5 und 25 ng/ml) iiber 48 Stunden als am hiufigsten in der Literatur verwendeten
Expositionszeit [ 193] behandelt. Anschlieend wurden sie unterschiedlichen Erholungszeiten (0, 24 und
48 Stunden) ausgesetzt. Hierbei wurde jeweils die Expression der fir THP-1 Makrophagen typischen
Oberflichenmarker CD14 und CD11b [192, 194-196] bestimmt. Es zeigte sich, dass fiir beide PMA-
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Konzentrationen eine bestmogliche, der Literatur entsprechende Expression von CD14 und CD11b nach

einer Erholungszeit in PMA-freien Medium von 24 Stunden erreicht werden konnte (Abb. 3-1 A). Auf

Grundlage dessen wurde unter diesen Bedingungen die TNF-Sekretion nach Stimulation mit

unterschiedlichen LPS-Konzentrationen gemessen. THP-1 Makrophagen schiitteten hierbei eine von der

LPS-Konzentration unabhiingige TNF-Menge aus, die bei einer Differenzierung mit 25 ng/ml PMA fast

drei Mal so hoch war, wie bei dem Einsatz von 5 ng/ml. Auflerdem zeigte sich besonders fiir die hohere

PMA-Konzentrationen im Medium eine von den THP-1 Monozyten abweichende TNF Sekretion. (Abb.

3-1 B).
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Abbildung 3-1: Aus THP-1 Monozyten generierte Makrophagen exprimieren typische
Differenzierungsmarker und reagieren auf pro-inflammatorische Stimuli. (A) THP-1 Monozyten wurden
ohne, mit 5 oder 25 ng/ml PMA fiir 48 Stunden behandelt. AnschlieBend wurde eine Erholungsphase in
PMA-freiem Medium von 0, 24 oder 48 Stunden angeschlossen und die Verdnderung der Expression der
beiden Oberflichenmarker CD14 und CDI11b (farbige Kurven) im Vergleich zu den jeweiligen
Isotypenkontrollen (schwarze Kurven) mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Diagramme sind
reprisentativ fiir 3 unabhédngige Experimente. (B) THP-1 Monozyten wurden unbehandelt (THP-1) oder nach
48-stiindiger Behandlung mit 5 oder 25 ng/ml PMA mit anschlieBender Ruhephase von 24 Stunden in PMA-
freiem Medium (THP-1 M¢) mit verschiedenen LPS-Konzentrationen behandelt. Die TNF-Sekretion in den
Zellkulturiiberstinden wurde nach 3 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt den
Mittelwert + SD (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [197] mit freundlicher
Erlaubnis von Elsevier.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde erfolgreich eine Differenzierungsmethode fiir THP-1 Makrophagen

aus THP-1 Monozyten etabliert und in weiteren Experimenten angewendet (Abb. 3-2).

Differenzierung ‘Erholung”
PMA-haltiges Medium PMA-freies Medium
THP-1 Monozyt THP-1 Makrophage THP-1 Makrophage
(Suspensionszelle) (adharente Zelle) (adhérente Zelle)

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der Differenzierung von THP-1 Monozyten zu THP-1
Makrophagen. Die als Suspensionszellen vorliegenden Monozyten wurden fiir 48 Stunden mit PMA-
haltigem Medium (25 ng/ml) zu adhdrenten THP-1 Makrophagen differenziert. Eine Erholungsphase von 24
Stunden mit PMA-freiem Medium wurde hieran angeschlossen, um die fiir die weitere Behandlungen
maturierten Makrophagen zu erhalten.

Die generierten THP-1 Makrophagen zeigten eine charakteristische Morphologie mit typischen
Ausléufern zu den Seiten und waren adhdrent, wihrend THP-1 Monozyten eine runde Form besafen und
als Suspensionszellen vorlagen (Abb. 3-3 A). Die unterschiedliche Morphologie konnte auch im

Durchflusszytometer nachgewiesen werden. THP-1 Makrophagen zeigten eine erhohte Granularitit
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(Verschiebung des SSC Signals nach oben) und eine erweiterte Zellgrofe (Verschiebung des FSC Signals
nach rechts), wie in Abbildung 3-3 B zu sehen ist.
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Abbildung 3-3: Morphologische Unterschiede von THP-1 Monozyten und THP-1 Makrophagen. THP-1
Monozyten (THP-1) zeigten unbehandelt oder nach 48-stiindiger Behandlung mit 25 ng/ml PMA und
anschliefender Ruhephase von 24 Stunden in PMA-freiem Medium (A) unter dem
Phasenkontrastmikroskop eine runde Morphologie (THP-1) oder typische Ausldufer zu allen Seiten (THP-
1 M¢) sowie (B) eine unterschiedliche Verteilung im Dot Plot bei der Messung mittels
Durchflusszytometrie. Bilder und Daten sind reprédsentativ fiir 3 unabhidngige Experimente. (A)
MafBstabsskala entspricht 100 um.
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3.1.2 Primaren Makrophagen aus peripheren, mononuklearen Blutzellen

Im Blut zirkulierende Monozyten konnen in vivo in Entziindungsorte migrieren und sich dort in
Abhingigkeit der Umgebungsbedingungen zu Makrophagen entwickeln [11]. Dies macht es moglich,
Monozyten aus humanem Blut zu isolieren und diese dann in vitro zu Makrophagen zu differenzieren.
Fiir die Gewinnung von primiren Monozyten aus humanem Blut existieren dabei zahlreiche Protokolle
und Methoden. Diese inkludieren z. B. die Dichtezentrifugation, die Adhédrenz der Zellen an Plastik sowie
die Isolation auf Grund spezifischer Oberflichenmarker oder eine Kombination dieser Methoden [198].
Ausgehend von Buffycoat-Blutproben wurden zunichst iiber Dichtezentrifugation PBMCs isoliert. Aus
diesen folgte in einem weiteren Schritt die Generierung von Monozyten. Dabei wurden zwei
unterschiedlichen Methoden eingesetzt, zum einen wurde die Eigenschaft der Plastikadhdrenz von
Monozyten ausgenutzt, zum anderen wurden Monozyten mittels magnetischer CD14 Microbeads isoliert
(Kap. 2.2.3.2). Die so erhaltenen Monozyten wurden im Anschluss daran in Anlehnung an die Literatur
mit GM-CSF oder M-CSF zu M1 oder M2-dhnlichen Makrophagen polarisiert (GM-CSF M¢ und M-
CSF M¢) [199-201]. Wihrend beide Makrophagentypen eine Expression von CD68 und CD11b zeigten,
exprimierten mit M-CSF generierten Makrophagen iiberwiegend die fiir M2 Makrophagen typischen
Oberflichenmarker CD14 und CD163. Dabei konnten beide Isolierungsmethoden vergleichbare
Ergebnisse beziiglich der Oberflichenmarkerexpression zeigen (Abb. 3-4 A und B).
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Abbildung 3-4: Aus primiren Monozyten differenzierte Makrophagen exprimieren typische
Differenzierungsmarker. Monozyten wurden mittels magnetischer CD14 Microbeads (A) oder iiber die
Adhirenz an Plastikoberfldchen (B) aus frisch isolierten PBMCs generiert. (A und B) Die Monozyten wurden
entweder mit 100 ng/ml GM-CSF oder mit 50 ng/ml M-CSF fiir 7 Tage behandelt, um die jeweiligen
Makrophagenpopulationen GM-CSF M¢ oder M-CSF M¢, zu erhalten. Die Expression der
Oberflichenmarker CD68, CD11b, CD14 und CD163 (farbige Kurven) wurde im Vergleich zu den jeweiligen
Isotypenkontrollen (schwarze Kurven) gemessen und mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Daten sind
reprisentativ fiir 3-4 unabhingige Experimente. Teile der Abbildung sind ein modifizierter Nachdruck nach
[197] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

Die GM-CSF generierten Makrophagen hatten auflerdem die in der Literatur beschriebene ,,Spiegelei®-
Morphologie, wihrend die M-CSF generierten Makrophagen eine spindelartige Form besaflen (Abb. 3-
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5) [200-202]. AuBerdem waren beide Zelltypen stark adhdrent an den Oberflichen der
Plastikzellkulturware. Diese Tatsache fiihrte allerdings auch dazu, dass das Ablosen der Zellen aus den
Zellkulturflaschen und -platten sich, je nach Spender*in, als duflerst schwierig erwies. Teilweise wurden
weniger als 1 Millionen Zellen aus 10-15 Millionen CD14 positiven Zellen bzw. 100-200 Millionen
eingesiten PBMCs erhalten. Es wurden verschiedene Losungen und Medien ausprobiert, um die Zellen
erfolgreich abzuldsen. Im Gegensatz zu kaltem oder warmen PBS/EDTA (Tab. 2-7), Accutase oder 0,25
Yoiger Trypsin-Losung, erwies sich lediglich TrypLE Express, ein synthetisches Trypsin der Firma
Thermo Fisher Scientific, als ausreichend, um die Makrophagen abzulésen. Dennoch gab es grofe
spenderabhingige Unterschiede in der Ausbeute je nach Spender*in (zwischen 1-10 Millionen Zellen).
Generell war das Ablosen mit den aus Adhédrenz isolierten und differenzierten Makrophagen etwas
effizienter, auSerdem waren die magnetischen Microbeads im Verhiltnis sehr teuer. Dies fiihrte dazu,
dass im Folgenden die Monozyten als Ausgangszellen fiir die Polarisierung zu Makrophagen durch diese

Methode gewonnen wurden.

Tag 5

Abbildung 3-5: Vergleich der Morphologie von GM-CSF und M-CSF generierten Makrophagen.
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen zeigten eine deutliche Proliferation der mit 100 ng/ml GM-CSF
und 50 ng/ml M-CSF polarisierten Makrophagen nach 7 Tagen im Vergleich zu 5 Tagen Kulturdauer.
AuBerdem hatten die GM-CSF M¢ ecine typische ,,Spiegeleimorphologie”, wiahrend die M-CSF M¢ als
spindelartige Zellen vorlagen. Malistabsskala entspricht 100 um.

Das Zytokinprofil der erhaltenen Makrophagenpopulationen wies bei Stimulation mit LPS auf eine
ausreichende Polarisation in Richtung pro-inflammatorischer M1 &hnliche Makrophagen bzw. anti-
inflammatorischer M2 dhnliche Makrophagen hin [199-203], wobei GM-CSF generierten Makrophagen
im Gegensatz zu M-CSF generierten Makrophagen mit einer erhohten IL-6 Ausschiittung reagierten

(Abb. 3-6 A), wihrend umgekehrt die M-CSF generierten Makrophagen vermehrt IL-10 ausschiitteten
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(Abb. 3-6 B). Dabei war analog zu den THP-1 Makrophagen die Zytokinausschiittung unabhiéngig von

der LPS-Konzentration.
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Abbildung 3-6: Die aus primiren Monozyten differenzierte Makrophagen zeigen ein typisches Zytokinprofil.
Primdre GM-CSF M¢ oder M-CSF M¢ wurden mit verschiedenen LPS-Konzentrationen behandelt. Die IL-
6- und IL-10-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD von 3-4 unabhingigen Experimenten.

Im weiteren Verlauf meiner Arbeiten erwies sich speziell die Polarisierung von GM-CSF generierten
Makrophagen als schwierig, oft besalen die Zellen nicht die typische Morphologie und waren nicht
adhérent (Abb. 3-7). AuBlerdem war die Ausbeute teilweise so gering, dass nicht ausreichend Zellen

vorhanden waren, um vergleichbare Experimente durchzufiihren.

Abbildung 3-7: GM-CSF M¢ zeigen weder typische Morphologie, noch adhirente Eigenschaften.
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen zeigten fehlende Proliferation der mit 100 ng/ml GM-CSF-
polarisierten Makrophagen nach 7 Tagen im Vergleich zu 5 Tagen Kulturdauer. Diese Zellen hatten eine
runde monozytenartige Morphologie, statt der erwarteten ,,Spiegelei“~-Morphologie. MaRstabsskala
entspricht 100 pm.
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3.2 Lysosomotrope Arzneistoffe regulieren inflammatorische Prozesse in
Makrophagen

Vorausgegangene Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass lysosomotrope Arzneistoffe wie
Chloroquin, Hydroxychloroquin sowie viele lipophile Beta-Adrenozeptor-Blocker die durch IL-1§
ausgeloste pro-inflammatorische Immunantwort in Langerhans Zellen und Dendritischen Zellen
verstirken [156, 157]. Alle diese Wirkstoffe sind bekannt dafiir, potentielle Ausloser entziindlicher
Hauterkrankungen wie der Psoriasis zu sein [204, 205]. Auch Makrophagen sind generell am
Entziindungsgeschehen dieser Erkrankung beteiligt [206], sodass im Folgenden gemél der Zielsetzung
der Arbeit der Einfluss von Chloroquin und anderen lysosomotropen Arzneistoffen unter

inflammatorischen Bedingungen fiir diesen Zelltyp untersucht wurde.

3.2.1 Chloroquin moduliert inflammatorische Prozesse auf unterschiedliche Weise in
THP-1 Monozyten und THP-1 Makrophagen

Bei der Stimulation von THP-1 Monozyten (THP-1) und THP-1 Makrophagen (THP-1 M¢) erhchte
Chloroquin (CQ) die durch IL-1P ausgeloste Sekretion des pro-inflammatorischen Chemokins
CXCLS8/IL-8 in THP-1 Makrophagen, wihrend keine messbaren Verdnderungen in THP-1 Monozyten
feststellbar waren (Abb. 3-8 A). Um den Einfluss toxischer Effekte auf die Zytokin- bzw. Chemokin-
Sekretion auszuschlieen, wurde die Zellviabilitdt mittels Annexin-V FITC/ Propidiumiodid-
Doppelfarbung fiir verschiedene Chloroquinkozentrationen bestimmt (Abb. 3-8 B). Hier zeigte sich, dass
bei einer Konzentration < 20 uM tiiber 24 Stunden Stimulationszeit weder in THP-1 Monozyten, noch in
THP-1 Makrophagen, toxische Effekte zu erwarten waren. Somit wurde auch in den folgenden
Experimenten eine Konzentration von 20 uM eingesetzt. Dennoch sezernierten THP-1 Makrophagen
auch bei hoheren, toxischen Chloroquinmengen konzentrationsabhingig CXCLS. THP-1 Monozyten
waren erst bei Chloroquinkonzentrationen iiber 100 uM in der Lage, CXCLS in ausreichender Menge

auszuschiitten (Abb. 3-8 C).
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Abbildung 3-8: Chloroquin erhoht die CXCL8-Sekretion unter sterilen entziindlichen Bedingungen in THP-
1 Makrophagen. THP-1 Monozyten (THP-1) und THP-1 Makrophagen (THP-1 M¢) wurden fiir eine Stunde
mit CQ (20 uM (A) oder 5-200 uM (B)) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und anschlieBfend in der An-
oder Abwesenheit von Chloroquin mit rh-IL-1f3 (10 ng/ml) stimuliert. (A und C) Die CXCL8-Sekretion in
den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen
den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Einfaktorielle
(A) oder Zweifaktorielle (C) Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni-Test. (B) Die Zellviabilitit wurde
mittels Annexin-V FITC/PI-Doppelfarbung mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Das
Kurvendiagramm zeigt den Mittelwert £ SD (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach
[207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

Neben CXCLS8 ist auch das Chemokin CXCL2 iiber den IL-1 Signalweg regulierbar [208].
Korrespondierend zum FEinfluss von Chloroquin auf die CXCL8 Sekretion unter sterilen
inflammatorischen Bedingungen, wurde auch die Genexpression von CXCL?2 in THP-1 Makrophagen
bei Exposition mit Chloroquin im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit IL-1p deutlich erhoht (Abb.
3-9).
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Abbildung 3-9: Chloroquin erhoht die CXCL2 Expression unter sterilen inflammatorischen Bedingungen in
THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden mit oder ohne Chloroquin (20 uM) in An- oder
Abwesenheit von rh-IL-1B (10 ng/ml) stimuliert. Die Genexpressionswerte von CXCL2 nach 16 Stunden
Inkubationszeit wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die
Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert +
SD (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von
Elsevier.
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Sowohl der IL-1 Rezeptor als auch die TLRs gehéren zur TIR-Familie. Eines der Hauptmerkmale der
TIR-Familie ist die so genannte TIR-Domiine, welche unentbehrlich fiir die Signaltransduktion ist [138,
209]. Chloroquin zeigte in fritheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe einen dhnlichen Effekt auf die pro-
inflammatorische Immunantwort Dendritischer Zellen auf einen TLR2/1-Agonisten im Vergleich zu IL-
1B [156]. Chloroquin erhohte jedoch die durch den TLR4-Agonisten LPS, den TLR2/6-Agonisten
Pam,CSK4 (Pam2) oder den TLR2/1-Agonisten Pam3CSK4 (Pam3) ausgeloste CXCLS8 Sekretion in
Makrophagen nicht (Abb. 3-10).
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Abbildung 3-10: Chloroquin hat keinen Einfluss auf die CXCL8-Sekretion bei Stimulation des TLR4 oder
des TLR2. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit oder ohne Chloroquin (20 uM) vorinkubiert
und anschlieBend mit LPS, Pam>CSK4 (Pam2) oder Pam3CSKy (Pam3) (alle jeweils 100 ng/ml) in An- oder
Abwesenheit von Chloroquin stimuliert. Die CXCL8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24
Stunden mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 3-4). Die Abbildung
ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

Neben der Tatsache, dass Chloroquin arzneimittelinduzierte Psoriasis auslosen kann und somit eine
Steigerung der Immunantwort zu verursachen scheint [210], wird es auf Grund seiner anti-
inflammatorischen Eigenschaften auch zur Behandlung der rheumatischen Arthritis, des systemischen
Lupus erythematodes und anderen rheumatischer Erkrankungen eingesetzt [153]. Als moglicher
Mechanismus wird vermehrt eine durch Chloroquin hervorgerufene Senkung der iiber den TLR4-
induzierten TNF-Sekretion in Makrophagen diskutiert [211, 212]. Dennoch konnte Chloroquin die durch
TNF-Ausschiittung bei Ko-Stimulation mit LPS in THP-1 Makrophagen nur geringfiigig senken (Abb.
3-11).
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Abbildung 3-11: Chloroquin zeigt einen geringen anti-inflammatorischen Effekt bei LPS-Stimulation in
THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit oder ohne Chloroquin (20 pM)
vorinkubiert und anschlieBend mit LPS (100 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von Chloroquin stimuliert. Die
TNF-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das
Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 4). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach
[207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

3.2.2 Chloroquin zeigt ahnliche pro- und anti-inflammatorische Effekte in priméren
Makrophagen

Neben den Untersuchungen in THP-1 Makrophagen, wurde der Einfluss von Chloroquin ebenfalls in
primdren Makrophagen ermittelt. Sowohl in M1 als auch in M2 &hnlichen Makrophagen zeigte
Chloroquin einen anti-inflammatorischen Effekt auf die IL-6-Ausschiittung bei Stimulation des TLR4.
Unter sterilen pro-inflammatorischen Bedingungen erhdhte Chloroquin die IL-6-Sekretion in M-CSF
generierten Makrophagen, wihrend dieser Effekt in GM-CSF generierten Makrophagen nicht messbar
war (Abb. 3-12 A und B). Ein zusitzlicher Effekt von Chloroquin auf die CXCL8-Sezenierung durch
LPS blieb aus, wihrend der Effekt der IL-1B-Stimulation leicht erhtht werden konnte (Abb. 3-12 C). Der
Vergleich von GM-CSF und M-CSF generierten Makrophagen bleibt jedoch schwierig, da die
Polarisierung mit GM-CSF oft scheiterte und zu wenig Zellen generiert werden konnten, sodass nicht

ausreichende Wiederholungen fiir diesen Versuch durchgefiihrt werden konnten.
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Abbildung 3-12-: Chloroquin beeinflusst die Inmunantwort in primidren Makrophagen auf unterschiedliche
Art. Primire (A) GM-CSF M¢ (blau) oder (B und C) M-CSF M¢ (rot) wurden fiir eine Stunde mit oder ohne
Chloroquin (20 uM) vorinkubiert und anschliefend mit LPS (100 ng/ml) oder rh-IL-1B (10 ng/ml) in An-
oder Abwesenheit von Chloroquin stimuliert. Die IL-6- (A und B) und CXCLS8-Sekretion (C) in den
Zellkulturiiberstanden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den
Mittelwert + SD ((A) n = 2 und (B und C) n = 3-4). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach
[207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

3.2.3 Andere lysosomotrope Stoffe zeigen &ahnliche pro-inflammatorische Effekte
unter sterilen inflammatorischen Bedingungen im Vergleich zu Chloroquin

Auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften akkumulieren lysosomotrope Stoffe in sauren Zellorganellen.
Neben Chloroquin konnte auch fiir Hydroxychloroquin in Langerhans Zellen und Makrophagen eine
erhohte pro-inflammatorische Immunantwort unter sterilen Entziindungsbedingungen gezeigt werden
[156, 207]. Abgesehen von den beiden Quinin-Derivaten, gibt es noch weitere lysosomotrope
Arzneistoffe, die bei anderen Indikationen zum Einsatz kommen. So steigerten auch Beta-Adrenozeptor-
Antagonisten die Expression und Sekretion von pro-inflammatorischen Zyto- bzw. Chemokinen bei Ko-
Stimulation mit IL-1B [157]. Dies konnte auch fiir das Antidepressivum Fluoxetin (FLX) oder das
Antipsychotikum Chlorpromazin (CPZ) gezeigt werden. Dabei erhdhten sowohl Fluoxetin (Abb. 3-13
A), als auch Chlorpromazin (Abb. 3-13 C) konzentrationsabhingig die CXCL8-Sekretion unter sterilen
pro-inflammatorischen Bedingungen in THP-1 Makrophagen. Die gesteigerte Immunantwort war jedoch

nicht durch eine vermehrte Zytotoxizitit der beiden Arzneistoffe bedingt (Abb. 3-13 B und D).
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Abbildung 3-13: Lysosomotrope Arzneistoffe erhohen generell konzentrationsabhiingig die CXCL-8-
Sekretion in THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit verschieden
Konzentrationen von FLX (1-100 puM), CPZ (3-28 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und
anschlieBend in der An- oder Abwesenheit von FLX oder CPZ mit rh-IL-1f (10 ng/ml) stimuliert. (A und C)
Die CXCLS8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: **P < 0.01, ***P < 0.001,
Zweifaktorielle Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni-Test. (B und D) Die Zellviabilitdt wurde mittels
Annexin-V-FITC/PI-Doppelfirbung mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Die Kurvendiagramme
zeigen den Mittelwert £ SD (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit
freundlicher Erlaubnis von Elsevier.
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3.3 Einfluss lysosomotroper Stoffe auf zellulare Prozesse

Das Lysosom ist als degradierende Organelle an verschiedenen zellulidren Prozessen wie der Endozytose
oder der Autophagozytose beteiligt [213]. Zwar ist bereits bekannt, dass lysosomotrope Stoffe diese
Mechanismen beeinflussen kénnen [1, 214], in wie weit dies mit moglichen daraus resultierenden

Entziindungsreaktionen in Verbindung steht, ist jedoch wenig untersucht.

3.3.1 Der pro-inflammatorische Effekt von Chloroquin ist bedingt durch seinen
Lysosomotropismus

Die Anhédufung schwach basischer Substanzen in sauren Zellkompartimenten legt nahe, dass diese dort
den pH-Wert anzuheben vermogen und so die Funktion vieler pH-abhingiger Enzyme gestort ist. Als
Folge konnen lysosomalen Dysfunktionen auftreten [108]. Zur Detektion saurer Zellkompartimente wird
hiufig der Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker verwendet, der bei niedrigen pH-Werten protoniert vorliegt
und so eine messbare Fluoreszenz zeigt [215, 216].

Folglich wurden THP-1 Makrophagen mit LysoTracker Red (LTR) vorinkubiert und anschlieend mit
Chloroquin, Chlorpromazin oder Fluoxetin in der An- oder Abwesenheit von IL-1p behandelt. Fiir
Chloroquin zeigte sich sowohl eine qualitative Erniedrigung der LTR Firbung unter dem Mikroskop
(Abb. 3-14 A), als auch eine mittels Durchflusszytometrie quantitativ messbare Senkung der
Fluoreszenzintensitit im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3-14 B). Alle weiteren eingesetzten Arzneistoffe
erniedrigten dabei die Intensitdt der LTR Fiarbung ebenfalls nach 30 Minuten, wobei die Reduktion durch
Chloroquin am stirksten war. Allerdings normalisierte sich die LTR Farbung im Vergleich zur Kontrolle
nach 4 Stunden wieder, fiir Fluoxetin war sogar eine Erh6hung messbar (Abb. 3-14 B). Somit scheint es
in THP-1 Makrophagen eine kurzzeitige Steigerung des pH-Wertes durch lysosomotrope Arzneistoffe
zu geben, die sich nach einer gewissen Zeit wieder normalisiert. Dies korrespondiert mit Untersuchungen

anderen Zelltypen wie Langerhans Zellen, H9¢c2 Zellen und ARPE-19 Zellen [108, 109, 157].
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Abbildung 3-14: Lysosomotrope Arzneistoffe verindern den pH-Wert in sauren Zellkompartimenten in
THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden mit LTR behandelt und fiir eine Stunde mit Chloroquin
(20 uM), Chlorpromazin (14 pM), Fluoxetin (20 pM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und
anschlieBend fiir 30 Minuten (A und B) oder 4 Stunden (B) mit oder ohne rh-IL-1p (10 ng/ml) in der An-
oder Abwesenheit der jeweiligen Arzneistoffe stimuliert. (A) Die Bilder zeigen fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen nach 30 Minuten Inkubationszeit. MafBstabsskala entspricht 50 um. (B) Die Intensitit der
LysoTracker Fiarbung der abgelosten Zellen wurde mit dem Durchflusszytometer bestimmt, wobei die
mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) mittels FlowJo Software analysiert wurde und die Proben auf die
unbehandelte Kontrolle normalisiert wurden. (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1). Das Balkendiagramm
zeigt den Mittelwert +SD (n = 3). Statistische Unterschiede: **P < 0.01, ***P < 0.001, Einstichproben-t
Test. Teil B der Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von
Elsevier.
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Wie aus Abbildung 3-14 ersichtlich, vermag Chloroquin auf Grund seiner lysosomotropen Eigenschaften
den lysosomalen pH-Wert zu erhohen. Um zu untersuchen, in wie weit die Lysosomotropie in
Zusamenhang mit der Erhohung der pro-inflammatorische Immunantwort auf IL-1B steht, wurde die
pH-Wert-abhiingige Akkumulation von Chloroquin durch Vorinkubation mit Bafilomycin A;
unterbunden. Als Inhibitor der vATPase, einer Protonenpumpe, die fiir die Aufrechterhaltung des sauren
pH-Wertes im Lysosom sorgt [56], erschwerte Bafilomycin A; folglich die pH-abhéngige Anreicherung
von Chloroquin.

Die Ko-Stimulation mit Bafilomycon A; fiihrte bereits zu einer deutlich gesteigerten pro-
inflammatorischen Immunantwort im Gegensatz zur Behandlung mit IL-1p allein (Abb. 3-15 A). Ein
weiterer Zusatz von Chloroquin brachte keine additiven Effekte. Dies unterstreicht die These, dass die
Lysosomotropie im Zusammenhang mit dem pro-inflammatorischen Effekt von Chloroquin unter
sterilen entziindlichen Bedingungen in Makrophagen steht. Auch die Ergebnisse mit den ebenfalls
lysosomotropen Stoffe Fluoxetin und Chlorpromazin (Abb. 3-13) bestitigen dies.

Im Gegensatz dazu wird fiir den anti-inflammatorischen Effekt von Chloroquin in Bezug auf die TNF-
Expression ein von der Lysosomotropie unabhédngiger Mechanismus diskutiert [211]. Korrespondierend
dazu beeinflusste Bafilomycin A; weder die pro-inflammatorische Wirkung von LPS allein noch den
anti-inflammatorischen Effekt bei Zugabe von Chloroquin (Abb. 3-15 B). Neben der Senkung der LPS-
induzierten TNF-Freisetzung, vermag Chloroquin auch die IL-6-Produktion bei LPS-Stimulaiton zu
inhibieren. Bafilomycin A; alleine senkte die durch LPS-Stimulation ausgeltste IL-6 Freisetzung und
eine Zugabe von Chloroquin hatte kaum additive Effekte (Abb. 3-15 C), sodass hier von einem von der
Lysosomotropie abhingigen Mechanismus ausgegangen werden kann. Dies korresponidert mit der
Annahme, dass der molekularer Mechanismus des anti-inflammatorischen Effekts von Chloroquin auf

die TNF- und die IL-6 Sekretion bei TLR4-Stimulation unterschiedlich verldauft [212].
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Abbildung 3-15: Der pro-inflammatorische Effekt von Chloroquin ist abhéingig vom Lysosomotropismus.
THP-1 Makrophagen wurden fiir 2 Stunden mit Bafilomycin A; (Baf.; 100 nM) oder Wachstumsmedium
vorinkubiert und anschlieend in An- oder Abwesenheit von CQ (20 uM) mit oder ohne rh-IL-1p (10 ng/ml)
stimuliert. Die CXCL8-, TNF oder IL-6-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden
mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (A: n =3, B und C: n = 4).
Statistische Unterschiede: *P < 0.05, Einfaktorielle Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni-Test. Teil A der
Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

3.3.2 Einfluss auf die Autophagozytose

Wihrend Chloroquin fiir seine Autophagie-inhibierende Wirkung bekannt ist, werden fiir Chlorpromazin
und Fluoxetin sowohl eine Induktion als auch eine Hemmung der Autophagozytose diskutiert [1, 217-
219]. Der Einfluss dieser Stoffe auf die LC3-Konversion und die p62 Expression wurden somit in THP-
1 Makrophagen untersucht. Beide sind typische Marker bei der Untersuchung des autophagischen Flux,
eine vermehrte Umwandlung von LC3-I zu LC3-II sowie eine erhohte Akkumulation des
Autophagiesubstrats p62 lassen auf eine Anhdufung von Autophaosomen durch eine Autophagozytose-
Inhibierung schlieen [50].

Chloroquin erhohte wie erwartet die LC3-I zu LC3-II Konversation als auch die p62 Expression.
Fluoxetin hatte dabei einen &dhnlich inhibierenden Effekt auf die Autophagozytose in THP-1
Makrophagen wéhrend Chlorpromazin weder das Verhiltnis von LC3-II zu LC3-I, noch die p62

Proteinexpression steigern konnte (Abb. 3-16).
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Abbildung 3-16: Chloroquin und Fluoxetin inhibieren den autophagischen Flux in THP-1 Makrophagen.
(A-D) THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit Chloroquin (20 uM), Chlorpromazin (14 uM),
Fluoxetin (20 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und anschliefend in An- oder Abwesenheit von
Chloroquin, Chlorpromazin oder Fluoxetin mit oder ohne rh-IL-1f (10 ng/ml) stimuliert. Die Proteinlevel
von LC3-I, LC3-II, p62 und B-Aktin aus den Zelllysaten wurden mittels Western Blot Analytik bestimmt.
Die Daten reprisentieren 4 unabhidngige Experimente. (B und C) Die Proteinexpression wurde mittels
densiometrischer Analyse bestimmt, wobei -Aktin als Kontrolle diente. Die Balkendiagramme zeigen den
Mittelwert + SD (n = 4). Statistische Unterschiede: *P < 0.05, ***P < 0.001, einfaktorielle Varianzanalyse,
gefolgt vom Bonferroni-Test. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher
Erlaubnis von Elsevier.

Neben seiner Rolle als Rezeptor fiir die selektive Autophagozytose, hat das Protein p62/SQSTM1 noch
eine Vielzahl an weiteren Aufgaben. Als Bindungspartner kann es unter anderem sowohl die Aktivierung

des anti-oxidativen Transkriptionsfactors Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), des
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Proteinkomplexes mTORClals auch die NFkB-Signalwege beeinflussen und wird somit auch als
»Alleskonner (,,Jack of alll trades ) betitelt [220]. Dariiber hinaus kann p62 an die MAPK p38 binden
und diese aktivieren [221]. Die Phosphorylierung von MAPK, wie JNK und p38 ist Teil des
zytosolischen IL-1 Signalwegs und kann in einer pro-inflammatorischen Immunantwort enden [137].
p62 ist auch dafiir bekannt, die durch IL-1B-Stimulation ausgeloste Phosphorylierung von p38 zu
regulieren und die hierdurch induzierte Genexpression von CXCLS zu stabilisieren [222, 223]. Unsere
bisherigen Arbeiten mit Chloroquin und Propranolol zeigen ebenfalls eine deutliche p38-Abhingigkeit
der pro-inflammatorischen Immunantwort unter sterilen inflammatorischen Bedingungen in Langerhans
Zellen [156, 157].

Der Einsatz unterschiedlicher Inhibitoren des MAPK Signalwegs in THP-1 Makrophagen konnte diese
Annahme bestitigen. Dabei zeigte sich deutlich, dass weder der MAPK Kinase (MKK) 1/2 (U0126) noch
der JNK Inhibitor (SP600125) einen Einfluss auf die CXCLS8-Sekretion unter sterilen entziindlichen
Bedingungen bei Stimulation mit Chloroquin hatte. Im Gegensatz dazu, fithrte die Unterdriickung von
p38 mit SB202190 zu einer deutlichen Senkung der pro-inflammatorischen Immunantwort auf IL-1f und

Chloroquin in THP-1 Makrophagen (Abb. 3-17).
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Abbildung 3-17: Chloroquin erhoht die pro-inflammatorische Immunantwort auf IL-1p in THP-1
Makrophagen in Abhiingigkeit von der MAPK p38. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit dem
selektivem p38 MAPK Inhibitoren SB202190 (SB), dem ERK1/2 Inhibitor U0126 und dem JNK Inhibitor
SP600125 (SP; jeweils 10 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert. AnschlieBend wurde in An- oder
Abwesenheit von Chloroquin (20 uM) mit oder ohne rh-IL-1B (10 ng/ml) stimuliert. Die CXCLS8-Sekretion
in den Zellkulturiiberstanden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt
vom Bonferroni-Test. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis
von Elsevier.
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Wie bereits erwihnt, steht p62 iiber die Aktivierung des Nrf-Signalweges auch in Zusammenhang mit
oxidativem Stress [220]. Antioxidantien und ROS sind dabei wichtige Signalmolekiile. Als ROS werden
kleine, kurzlebige und sehr reaktive Molekiile wie beispielsweise Hyperoxid-Anionen, freie Radikale als
auch Wasserstoffperoxid bezeichnet. Als Hauptquellen gelten sowohl die Mitochondrien, die ROS als
Nebenprodukt der Atmungskette generieren als auch die NADPH Oxidase, die besonders in Neutrophilen
Granulozyten und Phagozyten vorkommt. Auch bei Entziindungsreaktionen kann es zu erhohtem
oxidativem Stress kommen [224]. Die Akkumulierung von ROS kann wiederum zu oxidativen Schiden
fiihren, aus denen mitochondriale Dysfunktionen und Gewebsverletzungen resultieren konnen. Dadurch
kann auch die Autophagozytose angetriggert werden, um beispielsweise geschiadigte Mitochondrien und
Proteinaggregate aus dem Zytoplasma zu entfernen und so Zellschidden vorzubeugen [225]. Auf der
anderen Seite fiihrt eine Unterdriickung der Autophagozytose zu einer Anhdufung von geschadigten,
ROS-produzierenden Mitochondrien und somit zu erhdhten intrazelluldirem ROS Mengen [69].

Um den Zusammenhang zwischen lysosomotropen Stoffen, Entziindungsreaktionen und ROS zu
untersuchen, wurden verschiedenen ROS-Inhibitoren eingesetzt. Dabei konnte sowohl der allgemeine
Radikalfinger N-Acetyl-L-cystein (NAC), als auch der NADPH und Stickstoffmonoxidsynthase-
Hemmer Diphenyleneiodonium (DPI) die durch IL-1 und Chloroquin ausgeloste CXCLS8-Sekretion
signifikant senken. Zusitzlich wurde auch ein Hemmstoff von mitochondrialer ROS eingesetzt, der
ebenfalls zu dhnlichen Ergebnissen fiihrte (Abb. 3-18 A). Ein Einfluss der Toxizitdt der eingesetzten
Substanzen konnte mittels LDH Assay ausgeschlossen werden (Abb. 3-18 B).
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Abbildung 3-18: Der pro-inflammatorische Effekt von Chloroquin und IL-1f kann durch verschiedene ROS
Inhibitoren abgemildert werden. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit oder ohne Chloroquin
(20 uM) vorinkubiert und anschliefend mit oder ohne rh-IL-1f (10 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von
Chloroquin, N-Acetyl-L-Cystein (NAC; 1 mM), Diphenyleneiodonium (DPI, 5 uM) oder mitoTEMPO
(MtTEMPO, 10 uM) stimuliert. (A) Die CXCLS8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24
Stunden mittels ELISA bestimmt. (B) Zur Beurteilung der Zellviabilitit wurde die LDH-Ausschiittung in
den Zellkulturiiberstinden nach 24 Stunden gemessen. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n
= 3). Statistische Unterschiede: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, einfaktorielle Varianzanalyse, gefolgt
vom Bonferroni-Test. Teil A der Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher
Erlaubnis von Elsevier.

Dies deckt sich mit Ergebnissen in Langerhans Zellen, wo Chloroquin und Propranolol insbesondere die
Ausschiittung von mitochondrialem ROS induzierten [157]. In THP-1 Makrophagen wurde ebenfalls ein
Farbstoff eingesetzt, der von Mitochondrien produzierten oxidativen Stress detektiert (MitoSox Red).
Jedoch konnte eher ein leichter Riickgang an Mitochondrialem ROS bei Stimulation mit Chloroquin nach
einer und drei Stunden festgestellt werden (Abb. 3-19A).

Als weitere Methode zur Detektion von oxidativem Stress wurde die Elektronenspinresonanz (ESR)
Spektroskopie eingesetzt, wobei die Reduzierung des Radikalfingers TEMPO (2,2,6,6-
Tetramethylpiperidin 1-oxyl) erfasst wurde [189]. Nach einer Stunde Messzeit konnten keine
wesentlichen Anderungen der TEMPO-Reduzierung im Vergleich zu Kontrolle erfasst werden (Abb. 3-
19 B und C). Diese etwas widerspriichlichen Ergebnisse in Bezug auf den Einfluss von Chloroquin auf
die ROS-Produktion in Makrophagen lassen moglicherweise auf eine spezielle, schwer zu erfassendene

Kinetik schliefen, die es weiter zu untersuchen gilt.
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Abbildung 3-19: Chloroquin induziert keine messbaren ROS. (A) THP-1 Makrophagen wurden fiir eine
Stunde mit oder ohne Chloroquin (20 uM) vorinkubiert und anschlieBend mit rh-IL-18 (10 ng/ml) in An-
oder Abwesenheit von Chloroquin fiir eine und drei Stunden stimuliert. Fiir die Positivkontrolle wurden die
Zellen fiir 30 Minuten mit Antimycin A (10 uM) versetzt. Danach wurde fiir 30 Minuten mit MitoSox Red
(5 uM) inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden schlieflich mittels Durchflusszytometrie vermessen. Die
mittler Fluoreszenzintensitidt (MFI) wurde mittels FlowJo Software analysiert und die Proben wurden auf die
unbehandelte Kontrolle normalisiert. (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1). Das Balkendiagramm zeigt den
Mittelwert + SD (n = 2). (B) THP-1 Makrophagen wurden mit TEMPO (100 uM) und Wachstumsmedium
oder rh-IL-1B (10 ng/ml) in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin (20 uM) versetzt. Alle 6 Minuten
wurde die TEMPO-Reduzierung mittels ESR gemessen. Als Positivkontrolle wurde mit UV -Licht (70
mlJ/cm?) bestrahlt. (A) Die Messzahl der Amplitude wurde auf die Werte der reinen TEMPO-Lésung (100
uM) zum Zeitpunkt O bezogen (Wert = 1). (B) Die Proben wurden auf die unbehandelte Kontrolle
normalisiert (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 100 %). Die Kurvendiagramme zeigen den Mittelwert +
SD (n = 2).

Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen Autophagie-Inhibierung durch Chloroquin und eine
erhohte Aktivitit des NOTCH1 (Notch Rezeptor 1) Signalweges [226], aullerdem kann das
Immunsystem {iber den NOTCH Signalweg moduliert werden. Neben der schon langen bekannten
Funktion bei der Differenzierung, Regulierung und Aktivierung von lymphoiden T und B-Zellen, ist
mittlerweile auch bekannt, dass der NOTCH Signalweg auch in die angeborene Immunantwort und das
Entziindungsgeschehen eingreift [227]. Immunzellen konnen dabei sowohl NOTCH Rezeptoren

exprimieren als auch dessen Liganden auf ihrer Oberfldche besitzen und so beispielsweise mit ihrer
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Nachbarzelle kommunizieren. Der klassische NOTCH Signalweg setzt dabei voraus, dass ein Ligand an
den Rezeptor bindet. Hierdurch kommt es zu verschiedenen Spaltungsvorgingen, wobei die Spaltung der
intrazelluliren NOTCH Domine (NICD) von der Zellmembran durch eine y-Sekretase am
entscheidendsten ist. Dies erlaubt der NICD in den Zellkern zu wandern, wo es die Transkription von
bestimmten Targetgenen aktivieren kann [228]. AufBerdem ist vermehrt beschrieben, dass die
Stimulierung von TLR zu einer erhohten Expression von NOTCH Rezeptoren an der Zelloberfldche von
Makrophagen fiihren kann. In wie weit dies zu einer pro- oder anti-inflammatorischen Immunantwort
fiihrt, wird dabei jedoch kontrovers diskutiert [229-231].

Da Chloroquin in THP-1 Makrophagen ebenfalls in der Lage ist, die Inmunantwort in die pro- oder anti-
inflammatorische Richtung zu lenken (Kap. 3.2.1), wurde im Folgenden untersucht, in wie weit der
NOTCH Signalweg beteiligt ist. Hierfiir wurden unterschiedliche Inhibitoren der y-Sekretase eingesetzt.
Jedoch konnte keiner der drei getesteten NOTCH Inhibitoren die CXCLS8-Ausschiittung beeinflussen
(Abb.3-20 A, C, E), wobei die Zellviabilitit davon unbeeinflusst blieb (Abb. 3-20 B, D, F).
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Abbildung 3-20: Chloroquin hat keinen Einfluss auf den NOTCH Signalweg unter sterilen
inflammatorischen Bedingungen in THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden fiir eine Stunde mit
Chloroquin (20 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert. AnschlieBend wurde in An- oder Abwesenheit
von Chloroquin und/ oder verschiedenen Konzentrationen der NOTCH Inhibitoren (A und B) DAPT (0.5 —
100 uM), (C und D) L-685,458 (0.5 — 50 uM) und (E und F) BMS-906024 (BMS906; 1 — 1000 pM) mit oder
ohne rh-IL-1p (10 ng/ml) stimuliert. (A, C und E) Die CXCL8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde
nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n =4). (B, D
und F) Die Zellviabilitit wurde nach 24 Stunden mittels MTT-Test bestimmt, wobei DMSO (10 % v/v) als
Positivkontrolle einsetzte wurde. Die Viabilitit wurde auf die unbehandelte Kontrolle bezogen (Kontrolle
bezeichnet mit dem Wert 100 %). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher
Erlaubnis von Elsevier.

Um nachzuweisen, ob die Inhibierung des autophagischen Fluxes tatsdchlich eine Folge der behinderten
Fusionierung von Autophagosom und Lysosom ist, konnen Gene ausgeschaltet werden, die fiir die
Fusion von beiden Organellen eine Rolle spielen. Im Anschluss daran ist es moglich, den Einfluss auf
die Immunantwort auf IL-1B genauer zu betrachten. Hierfiir bietet sich z. B. das Einbringen von siRNA
in die Zellen an. siRNA sind kleine RNA-Stringe, die an gezielte Abschnitte der mRNA binden und zu
dessen Abbau fiihren. Hierdurch bleibt die Translation des jeweiligen Abschnitts aus und die Expression
des korrespondierenden Proteins wird verhindert [172]. Das Einbringen von siRNA in Immunzellen ist
jedoch weniger trivial, da sich diese in der Regel nicht weiter teilen und die Zellviabilitidt negativ
beeinflusst wird [232, 233]. Deshalb sollte zunéchst eine Methode zur Einbringung von siRNA in THP-
1 Makrophagen zu etablieren werden. Neben der Elektroporation und der viralen Transfektion, eignen
sich auch Transfektionsreagenzien, um dieses Ziel zu erreichen.

Im Folgenden wurden hierfiir zwei unterschiedliche Verdiinnungen von Lipofectamin 2000 (Lipofect.
2000) von Thermo Fisher Scientific und von INTERFERin (Interferin) von der Firma Polyplus-
transfection eingesetzt. Zur Visualisierung der Transfektionseffizienz wurde eine mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierte siRNA verwendet. Unter dem Fluoreszenzmikroskop war ersichtlich,
dass die beiden schwicheren Verdiinnungen der eingesetzten Transfektionsreagenzien eine bessere
Effizienz zeigten (Abb. 3-21 A). Die Zellviabilitit wurde mittels LDH-Test bestimmt. Hier ergab sich
insbesondere eine gesteigerte LDH-Freisetzung fiir die hohere INTERFERin-Konzentration (Abb. 3-21

B), sodass in weiteren Experimenten Lipofectamin 2000 in der Verdiinnung 1:50 zum Einsatz kam.
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Abbildung 3-21: siRNA-Transfektionseffizienz und Toxizitit von verschiedenen THP-1 Makrophagen.
THP-1 Makrophagen wurden mit unterschiedlichen Verdiinnungen Lipofectamin 2000 (Lipofect. 2000)
(1:100 und 1:50) oder INTERFERin (Interferin) (1:50 und 1:25) mit fluoreszenzmarkierter siRNA
transfiziert. (A) Zur Beurteilung der Transfektionseffizienz wurden die lebenden Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Bilder sind reprédsentativ fiir 2 unabhidngige Experimente.
Mafstabsskala entspricht 50 um. (B) Zur Beurteilung der Zellviabilitidt wurde die LDH-Ausschiittung in den
Zellkulturiiberstinden nach 24 Stunden gemessen. Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 2).
Fiir das eigentliche Experiment wurde eine siRNA gegen STX-17 eingesetzt. STX-17 ist als SNARE
Protein an der Fusion von Autophagosom und Lysosom beteiligt. Die Genausschaltung von STX-17
sorgt somit zu einer Inhibierung des autophagischen Flux [234].

Dabei konnte die Genexpression mit der zuvor etablierten Methode erfolgreich um 50 % reduziert werden
(Abb. 3-22 A). Im weiteren Verlauf wurde untersucht, in wie weit die Genausschaltung von STX-17
unter sterilen inflammatorischen Bedingungen einen dhnlichen Effekt bringt, wie die Behandlung mit
lysosomotropen Arzneistoffen. In mit siRNA gegen STX-17 behandelten Zellen zeigte sich jedoch
keinen Effekt auf die CXCL8 Sekretion, wenn THP-1 Makrophagen mit IL-1f stimuliert wurden. Der
Zusatz von Chloroquin zeigte jedoch keine Unterschiede zwischen der CXCLS8-Sekretion der Zellen, die

mit Kontroll-siRNA (Ktrl.) und siRNA gegen STX-17 (STX-17) transfiziert wurden (Abb. 3-22 B).
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Abbildung 3-22: STX-17 hat keinen Einfluss auf die CXCL8 Sekretion in THP-1 Makrophagen. (A) THP-1
Makrophagen wurden mittels Lipofectamin 2000 mit verschiedenen Konzentrationen von siRNA gegen
STX-17 (STX-17) und Kontroll-siRNA (Kontrolle.) (10 oder 100 nM) transfiziert und die Genexpression
von STX-17 nach 24 und 48 Stunden mittels qPCR bestimmt. Die Genexpressionswerte von STX-17 wurden
auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen
(Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). Das Balkendiagramm zeigt den Mittel wert + SD (n = 4). (B) THP-
1 Makrophagen wurden mittels Lipofectamin 2000 mit siRNA gegen STX-17 (STX-17) und Kontroll-siRNA
(Kontrolle) (100 nM) oder nur mit Lipofectamin 2000 (ohne siRNA) behandelt. 24 Stunden nach der
Transfektion, wurden die Zellen mit Chloroquin (20 pM) oder Wachstumsmedium fiir eine Stunde
vorinkubiert und anschlieBend mit rh-IL-1p (10 ng/ml) in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin
stimuliert. Die CXCLS8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA
bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 3).

3.3.3 Einfluss auf die Rezeptorendozytose und -internalisierung

Trotz seiner lysosomotropen Eigenschaften, konnte Chlorpromazin im Gegensatz zu Chloroquin und
Fluoxetin den autophagischen Flux in den eingesetzten Konzentrationen in THP-1 Makrophagen nicht
unterdriicken (Abb. 3-16). Interessanterweise ist Chlorpromazin genauso wie Chloroquin, schon lange
als Inhibitor der Clathrin-vermittelten Endozytose bekannt [235]. Dabei sorgt Chlorpromazin dafiir, dass
fiir die Endozytose entscheidende Proteine wie AP-2 und Clathrin von der Plasmamembran entfernt

werden und so die Endozytose erschwert wird [90]. Dynasore ist ein weiterer Endozytosehemmer, der
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die GTPase Dynamin inhibiert und so das Abschniiren des Endosomens von der Plasmamembran
verhindert [92]. Eine Ko-Stimulation von THP-1 Makrophagen mit Dynasore fiihrte zu einer
Verdopplung der CXCL8-Sekretion im Vergleich zur Stimulation mit IL-1p alleine (Abb. 3-23). Somit
wurde angenommen, dass neben den autophagieinhibierenden Eigenschaften der lysosomotropen

Arzneistoffe, auch der Einfluss auf die Endozytose eine Rolle spielen konnte.
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Abbildung 3-23: Der Endozytose-Inhibitor Dynasore erhoht die pro-inflammatorische Immunantwort auf
IL-1p in THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden fiir 2 Stunden mit Dynasore (Dyn., 80 uM)
oder Wachstumsmedium vorinkubiert. AnschlieBend wurde mit oder ohne rh-IL-1f (10 ng/ml) stimuliert.
Die CXCL8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das
Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: *P < 0.05, ungepaarter t-Test.
Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

Der Signalweg von IL-1 kann iiber die Endozytose des korrespondierenden Rezeptors kontrolliert
werden. So triggert die Stimulation mit IL-1f die Internalisierung des IL-1 Rezeptors, was schlielich
die lysosomale Degradierung nach sich ziehen kann [147]. Chloroquin inhibiert beispielsweise die
Endozytose des EGFR [111]. Dies lieB vermuten, dass lysosomotrope Stoffe moglicherweise die
zelluldre Aufnahme von IL-1 Rezeptoren auf der Zelloberfliche inhibieren, was folglich zu einer
erhohten Anzahl an Rezeptoren auf der Zelloberfldche fiihrt. Hierdurch standen mehr Rezeptoren zur
Stimulation zur Verfiigung, was wiederum eine Erh6hung der pro-inflammatorischen Immunantwort auf
IL-1PB erklédren konnte.

IL-1B bindet an IL-1R1, der hierdurch mit IL-1RAcP dimerisiert. Der hierbei entstandene
Rezeptorkomplex ermoglicht das Ankurbeln der Signalkaskade, die schlieBlich in der vermehrten
Expression pro-entziindlicher Stoffe, wie z. B. CXCLS, endet [236].

Um den Einfluss lysosomotroper Stoffe auf die extrazelluldre IL-1 Rezeptorendichte zu untersuchen,
wurde die Expression von IL-1R1 mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Stimulation mit IL-1f allein
sorgte dabei zu einer geringeren Lokalisierung von IL-1R1 nach 12 Stunden Inkubationszeit auf der

Zelloberflache (Abb. 3-24 A), welche nach 24 Stunden reversibel war (Abb. 3-24 D). Ko-Stimulation

mit Chloroquin erhohte zeitabhiingig die IL-1R1 Expression und war nach 24 Stunden sogar um das 3-
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fache erhoht (Abb. 3-24 B und D). Der Dynamin-Inhibitor Dynasore steigerte die IL-1R1 Expression
ebenfalls, jedoch mit einer anderen Kinetik im Vergleich zur Stimulation mit Chloroquin. So war hier
ein Anstieg der Rezeptorenanzahl bereits nach einer Stunde messbar, was in dem unterschiedlichen
Mechanismus der Endozytoseinhibierung im Vergleich zu Chloroquin begriindet sein kénnte (Abb. 3-24
C). Dariiber hinaus zeigten sowohl die Ko-Stimulation mit Chlorpromazin als auch insbesondere die
zusitzliche Stimulation mit Fluoxetin eine Erhohung der extrazelluldren IL-1R1 Rezeptorexpression.
Diese Beobachtungen korrelierten ebenfalls mit der erhohten CXCL8 Ausschiittung durch die
lysosomotropen Arzneistoffe sowie Endozytoseinhibitoren bei IL-1B Stimulation (Abb. 3-13 A und C
und Abb. 3-23).
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Abbildung 3-24: Lysosomotrope Arzneistoffe und Endozytoseinhibitoren verhindern die Internalisierung
des IL-1R1. THP-1 Makrophagen wurden mit (A und D) Wachstumsmedium, (B und D) Chloroquin (20
uM), (D) Chlorpromazin (14 uM) oder Fluoxetin (20 uM) fiir eine Stunde oder (C und D) mit Dynasore (80
uM) fiir 2 Stunden vorinkubiert. AnschlieBend wurde in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin,
Chlorpromazin oder Fluoxetin mit rh-IL-1p (10 ng/ml) stimuliert. (A-D) Nach der Ablosung wurden die
Zellen mit PE-konjugierten Antikorpern behandelt und die IL-1R1 Expression mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Die MFI wurde mittels FlowJo Software analysiert. Die MFI der Isotypenkontrolle wurde von den
Proben subtrahiert und die Proben wurden auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert (Kontrolle bezeichnet
mit dem Wert 1). Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: *P
< 0.05, **P < 0.01, Einstichproben-t-Test. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit
freundlicher Erlaubnis von Elsevier.
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3.4 IFN-y erniedrigt den pro-inflammatorischen Effekt von Chloroquin

IFN-y ist ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin. Viele Studien zeigen, dass die
immunmodulatorischen Eigenschaften im Zusammenhang mit der durch IFN-y bedingten
Autophagozytoseinduzierung stehen [237, 238]. Interessanter Weise zeigte eine Ko-Stimulation von
IFN-y mit IL-1p und Chloroquin eine Erniedrigung der CXCL8 Expression, sowohl auf Genebene (Abb.
3-25 A) als auch auf Proteinebene (Abb. 3-25 B). Dies wies darauthin, dass ein autophagozytose-
induzierender Stoff die durch lysosomotrope Stoffe induzierte gesteigerte pro-inflammatorische
Immunantwort auf IL-18 erniedrigen kann. Folglich bekriftigt dies die Aussage, dass es einen

Zusammenhang zwischen verstirkter Entziindungsreaktion und Inhibierung des autophagischen Flux

gibt.
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Abbildung 3-25: IFN-y erniedrigt die pro-inflammatorischen Effekte von Chloroquin unter sterilen
inflammatorischen Bedingungen. THP-1 Makrophagen wurden in An- oder Abwesenheit von Chloroquin
(20 pM) mit oder ohne rh-IL-1B (10 ng/ml) und/ oder IFN-y (1050 IU/ml) stimuliert. (A) Die
Genexpressionswerte von CXCLS8 nach 16 Stunden Inkubationszeit wurden auf das Haushaltsgen GAPDH
normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert
1.0). (B) Die CXCLS8-Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA
bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: *P < 0.05,
**p < 0.01, ***P < 0.001, einfaktorielle Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni-Test. Die Abbildung ist
ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

IFN-y hatte zumindest auf Genebene bereits einen Einfluss auf die CXCLS-Expression bei alleiniger
Stimulation mit IL-1B (Abb. 3-25 A). Korrespondierend dazu ist beschrieben, dass IFN-y auch anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzt und den IL-1 Signalweg direkt beeinflussen kann [239]. Der IL-
1 Signalweg kann durch den endogenen IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1Ra) kontrolliert werden. IL-
1Ra verhindert die Bindung von IL-la und IL-1p an den IL-1R1, sodass die IL-1 Signalkaskade
unterbunden wird [240]. IFN-y fiihrt in PBMCs zu einer erhohten Ausschiittung von IL-1Ra und kann so

zu einer anti-inflammatorischen Immunantwort beitragen [241].
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In THP-1 Makrophagen erreichte die Ko-Stimulation mit IFN-y bei Behandlung mit IL-1p in An- oder
Abwesenheit von Chloroquin ebenfalls eine Erhohung der Genexpression von IL-1Ra (Abb. 3-26 A),
jedoch konnte keine Ausschiittung in den Zellkulturiiberstinden auf Proteinebene detektiert werden
(Abb. 3-26 B). Als weiterer Negativregulator des IL-1 Signalwegs fungiert IL-1R2, der zwar mit IL-
1RACP dimerisieren kann, es jedoch auf Grund der fehlenden TIR-Doméne nicht zu einer Weiterfithrung
der Signalkaskade kommt [143]. Dennoch beeinflusste IFN-y die Genexpression von IL-IR2 bei

Stimulation mit Chloroquin unter sterilen entziindlichen Bedingungen nicht (Abb. 3-26 C).
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Abbildung 3-26: IFN-y hat keinen Einfluss auf endogene Negativregulatoren des IL-1 Signalwegs. THP-1
Makrophagen wurden in An- oder Abwesenheit von Chloroquin (20 uM) mit oder ohne rh-IL-1B (10 ng/ml)
und/ oder IFN-y (1050 IU/ml) stimuliert. (A und C) Die Genexpressionswerte von /L-/Ra (A) und IL-IR2
(C) nach 16 Stunden Inkubationszeit wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen
Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). (B) Die IL-1Ra-Sekretion
in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen
den Mittelwert + SD (n = 3). Statistische Unterschiede: **P < 0.01, ***P < 0.001, einfaktorielle
Varianzanalyse, gefolgt vom Bonferroni-Test. Teil A und B der Abbildung sind ein modifizierter Nachdruck
nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.
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Neben der autophagieinduzierenden Wirkung von IFN-y, ist ebenfalls eine Erhohung der
Phagozytoseaktivitiit bekannt [66]. Die Phagozytose ist eine Sonderform der Endozytose [72], somit ist
auch ein Einfluss von IFN-y auf die Rezeptorendozytose denkbar. Wihrend die Behandlung von THP-1
Makrophagen mit IFN-y alleine keinerlei Auswirkungen auf die Rezeptorexpression von IL-1R1 hatte
(Abb. 3-27 A), war nach 6 und 12 Stunden Inkubationszeit mit zusétzlich IL-1p und Chloroquin eine
etwas geringere Rezeptorendichte (Abb. 3-27 B) im Gegensatz zur Stimulation ohne IFN-y (Abb. 3-24
B) sichtbar. Dieser Effekt war jedoch noch 24 Stunden aufgehoben, sodass hier ein dhnliches Ergebnis
erzielt wurde, wie bei der Behandlung mit IL-1P und Chloroquin alleine (Abb. 3-24 D), sodass davon

ausgegangen werden kann, dass IFN-y keinen Einfluss auf die Rezeptorinternalisierung von IL-1R1 hat.
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Abbildung 3-27: IFN-y hat keinen Einfluss auf die Rezeptor-Internalisierung des IL-1R1. THP-1
Makrophagen wurden in mit IFN-y (1050 IU/ml) alleine (A) oder in Anwesenheit von Chloroquin (20 pM)
und rh-IL-1f (10 ng/ml) (B) stimuliert. Nach der Ablosung wurden die Zellen mit PE-konjugierten
Antikorpern behandelt und die IL-1R1 Expression mittel Durchflusszytometrie bestimmt. Die MFI wurde
mittels FlowJo Software analysiert. Die MFI der Isotypenkontrolle wurde von den Proben subtrahiert und
die Proben wurden auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1). Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n = 3).

Die Generierung von IL-1f in myeloiden Zellen ist streng kontrolliert und wird in erster Linie iiber das
Inflammasom bereitgestellt, wobei dies in zwei Schritten ablauft. Zunéchst erfolgt durch bestimmte
Stimuli ein Priming, sodass vermehrt pro-IL-1p zur Verfiigung steht, das in einem weiteren Schritt, der
eigentlichen NLRP3-Aktivierung durch das Enzym Caspase-1 gespalten und so in seine aktive Form
tiberfiithrt wird (Kap. 1.3.2) [135].

Die Autophagozytose und das Inflammasom konnen sich gegenseitig beeinflussen. So kann auf der einen
Seite die Aktivierung des Inflammasoms durch die Autophagozytose kontrolliert werden, auf der anderen
Seite ist sowohl NLRP3 als auch IL-1PB ein Autophagiesubstrat. Eine exzessive Aktivierung der
Immunantwort kann so unterbunden werden [68]. Auch das Lysosom selbst ist als an der NLRP3

Aktivierung beteiligt [242], wihrend Hydroxychloroquin die NLRP3-Aktivierung unterdriicken kann
[243]. Unsere Arbeitsgruppe konnten jedoch weder in Langerhans Zellen, noch in THP-1 Makrophagen
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ein Zusammenspiel des NLRP3 Inflammasoms mit lysosomotropen Arzneistoffen unter sterilen
entziindlichen Bedingungen feststellen [157, 207]. Auch die Genexpression von /L- 1/ wurde bei Zugabe
von Chloroquin im Vergleich zur Stimulation mit IL-1p allein nicht beeinflusst. Die Ko-Stimulation mit
IFN-y konnte jedoch kurzfristig die IL-1f-Expression, im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit IL-
1B, in An- oder Abwesenheit von Chloroquin stark hochregulieren (Abb. 3-28). Somit wird ein Einfluss
von IFN-y auf den Priming-Schritt des NLRP3 Inflammasoms vermutet, der aber noch weiterer

Untersuchungen bedarf.
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Abbildung 3-28: IFN-y erhoht kurzfristig die IL-1# Genexpression. THP-1 Makrophagen wurden in An-
oder Abwesenheit von Chloroquin (20 uM) mit oder ohne rh-IL-1f (10 ng/ml) und/ oder IFN-y (1050 IU/ml)
stimuliert. Die Genexpressionswerte von /L-/f nach 3, 6 und 16 Stunden Inkubationszeit wurden auf das
Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle
bezeichnet mit dem Wert 1.0). Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 3). Die Abbildung ist
ein modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.
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3.5 Einfluss von Chloroquin unter sterilen inflammatorischen Bedingungen in
HEK293 Zellen

Bis hier konnte gezeigt werden, dass Chloroquin und andere lysosomotrope Stoffe die pro-
inflammatorische Immunantwort auf IL-1f in Makrophagen, Langerhans Zellen und Dendritischen
Zellen erhohen [156, 157]. Ob diese Erkenntnisse spezifisch fiir bestimmte Zelltypen des angeborenen
Immunsystems sind, ist jedoch noch nicht geklidrt. Um diese Hypothese in einer weiteren Zellart zu
testen, eignete sich hierfiir als weitreichend eingesetzte Zelllinie HEK293 Zellen, die aus menschlichen
embryonalen Nierenzellen generiert werden. Dariiber hinaus wird diese Zelllinie auch extensiv fiir
Genmodifizierungsstudien und Gen-Knockdown-Techniken genutzt, da diese relativ einfach zu
kultivieren sind und sich mit géngigen Verfahren, wie der RNA-Interferenz, modifizieren lassen [244].
Dies ist zwar beispielweise mit THP-1 Zellen moglich, jedoch weniger trivial (Kap. 3.3.2).

Vorversuche in HEK293 Zellen zeigten zunéchst, dass diese zwar auf die Stimulation mit IL-1p und/
oder Chloroquin reagierten, die CXCLS8-Ausschiittung jedoch mit 20-50 pg/ml sehr gering ausfiel (Abb.
3-29). Dennoch konnte ein minimaler Effekt von Chloroquin unter sterilen inflammatorischen

Bedingungen erkannt werden.
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Abbildung 3-29: Chloroquin erhoht die CXCL8 Sekretion in HEK293 Zellen. HEK293 Zellen wurden fiir
eine Stunde mit Chloroquin (20 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und anschliefend mit rh-IL-13
(10 ng/ml) in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin stimuliert. Die CXCL8 Sekretion in den
Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt den
Mittelwert + SD (n = 2).

Da einfache HEK293 Zellen jedoch kaum IL-1 Rezeptoren exprimieren [245], wurden fiir weitere
Versuche transfizierte HEK blue IL-1p Zellen der Firma Invivogen verwendet.

Neben der Tatsache, dass HEK blue IL-1B Zellen stabil mit dem IL-1 Rezeptor transfiziert sind,
sezernieren sie bei Aktivierung des NFkB und AP-1 Signalwegs SEAP, das in den Zellkulturiiberstéinden
detektiert werden kann und als MalB fiir die pro-inflammatorische Immunantwort gilt [246]. Bei der

Behandlung der HEK blue IL-18 Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von IL-1f ergab sich
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eine typische Konzentrations-Wirkungskurve (Abb. 3-30 A) und bewies somit die Funktionalitit des
SEAP-Reporter Experiments. In einem weiteren Vorversuch wurde die Toxizitdt von Chloroquin in den
HEK blue IL-1p Zellen mittels MTT Test untersucht (Abb. 3-30 B). Auch hier zeigte sich, dass dhnliche
Ergebnisse wie in den THP-1 Makrophagen erreicht werden konnten (Abb. 3-8 B), sodass fiir weitere

Versuche ebenfalls mit einer Chloroquin-Konzentration von 20 uM gearbeitet wurde.
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Abbildung 3-30: HEK blue IL-1p Zellen reagieren auf die Stimulation mit IL-1 und zeigen eine
angemessene Zellviabilitiit bei Behandlung mit Chloroquin. (A) HEK blue IL-1B Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von rh-IL-1p (0,001-10 ng/ml) behandelt. Nach 24 Stunden wurde die
SEAP Freisetzung ins Zellkulturmedium mittels Quantiblue Assay photometrisch vermessen. Das
Kurvendiagramm zeigt den Mittelwert £ SD (n = 4). (B) HEK blue IL-1B Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Chloroquin (5-50 uM) behandelt. Die Zellviabilitit wurde nach 24
Stunden mittels MTT-Test bestimmt, wobei DMSO (10 % v/v) als Positivkontrolle einsetzte wurde. Die
Viabilitdt wurde auf die unbehandelte Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 100 %). Das
Balkendiagramm zeigt den Mittelwert + SD (n = 4).

In weiteren Experimenten wurden die transfizierten HEK293 Zellen mit IL-f in der An- und Abwesenheit
von Chloroquin stimuliert und erneut die SEAP-Freisetzung gemessen. Interessanterweise ergab sich hier
eine Reduzierung der SEAP-Freisetzung durch Chloroquin (Abb. 3-31 A). Chloroquin gilt als Induktor
fiir ER Stress [247, 248], der die SEAP Aktivitiit beeinflussen kann und wodurch die SEAP Sekretion
runterreguliert wird [249]. Eine Untersuchung der Zytokinausschiittung zeigte allerdings keinen Effekt
der Chloroquinstimulation unter sterilen inflammatorischen Bedingungen. Zwar war hier die CXCLS8-
Sekretion im Vergleich zu den einfachen HEK293 Zellen erhoht (Abb. 3-29), jedoch konnte auch hier
nur eine Zytokinmenge zwischen 150 und 200 pg/ml detektiert werden (Abb. 3-31 B).
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Abbildung 3-31: Chloroquin zeigt unterschiedliche Effekte in HEK blue IL-1f Zellen. HEK blue IL-1f
Zellen wurden fiir eine Stunde mit Chloroquin (20 uM) oder Wachstumsmedium vorinkubiert und
anschlieBend mit rh-IL-1p (10 ng/ml) in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin stimuliert. (A) Nach 24
Stunden wurde die SEAP Freisetzung ins Zellkulturmedium mittels Quantiblue Assay photometrisch
vermessen. (B) Die CXCL8 Sekretion in den Zellkulturiiberstinden wurde nach 24 Stunden mittels ELISA
bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n = 4).

Herstellerinformationen zufolge, sezernieren HEK Zellen allgemein nur sehr geringe Mengen an Zyto-
und Chemokinen wie CXCLS, sodass von einer Messung abgeraten wurde. Somit untersuchte ich in
einem weiteren Experiment die Expression von CXCL8 und CXCL2 als zwei typischen, durch IL-1§
Stimulation induzierbare Gene [208]. Nach 3 Stunden Inkubationszeit steigerte Chloroquin die CXCLS8
Expression fast um das 20-fache im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit IL-1 (Abb. 3-32 A) und
auch die CXCL2 Expression, die in Makrophagen durch Chloroquin unter sterilen inflammatorischen
Bedingungen ebenfalls erhoht wurde (Abb. 3-9), wurde dhnlich stark induziert (Abb. 3-32 B). Nach 6
Stunden war jedoch in beiden Fillen kein Einfluss von Chloroquin mehr nachweisbar. Dennoch war dies

ein Hinweis darauf, dass Chloroquin den IL-1 Signalweg auch in Zellen, die nicht zum Immunsystem

gehoren, beeinflusste.
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Abbildung 3-32: Chloroquin erhoht die Expression von durch IL-1f induzierbaren Genen in HEK blue IL-
1B Zellen. HEK blue IL-1f Zellen wurden fiir eine Stunde mit Chloroquin (20 uM) oder Wachstumsmedium
vorinkubiert und anschlieBend mit rh-IL-1B (10 ng/ml) in der An- oder Abwesenheit von Chloroquin
stimuliert. Die Genexpressionswerte von (A) CXCLS8 und (B) CXCL2 nach 3 und 6 Stunden Inkubationszeit
wurden auf das Haushaltsgen YWHAZ normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle

bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SD (n =
3).
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4.1 In vitro Modelle fiir Studien in Makrophagen

Auf Grund der groBlen Diversitdt von Makrophagen als einer der wichtigsten Zelltypen der angeborenen
Immunantwort auf der einen, sowie der weitreichenden Komplexitidt von immunologischen Vorgéngen
auf der anderen Seite, besteht eine besondere Herausforderung in der Identifizierung und Etablierung
geeigneter in vitro Modelle. In der vorliegenden Arbeit wurden zu Makrophagen ausdifferenzierte THP-
1 Zellen als Zelllinienmodell sowie Makrophagen aus peripheren, mononukleidren Blutzellen als
Primirzellen verwendet und erfolgreich charakterisiert und etabliert. Diese Modelle bieten eine
kosteneffiziente und praktikable Grundlage zur Erforschung komplexer immunologischer Vorginge
[167]. Dennoch handelt es sich hierbei um Modelle, somit ist deren Verwendung und die Ubertragbarkeit
auf in vivo Geschehnisse stets kritisch zu hinterfragen. Dabei ist sowohl die Vergleichbarkeit von
Zelllinien und Primirzellen zu betrachten, als auch die Ubertragbarkeit von in vitro auf in vivo

(Tier)Modelle sowie auf das tatsichliche Geschehen im menschlichen Organismus.

4.1.1 THP-1 Zellen und THP-1 Makrophagen als Zelllinie

Zur Differenzierung von THP-1 Makrophagen aus THP-1 Monozyten eignet sich sowohl PMA als auch
1,25-Dihydroxyvitamin D3 (VD3). Der Einsatz von PMA gegeniiber VD3 inklusive Erholungszeit in
PMA-freiem Medium fiihrt zu einer deutlich besseren Vergleichbarkeit mit primidren Makrophagen
hinsichtlich Morphologie und zellspezifischer Markern [194]. Schon 5-25 ng/ml PMA fiir 48 Stunden
reichten aus, um die vermehrte Expression von den in der Literatur beschriebenen
Zelloberflaichenmarkern CD14 und CD11b zu erreichen (Abb. 3-1 A) sowie eine typische Morphologie
und Adhirens der Zellen zu erreichen (Abb. 3-3), wobei eine Erholungszeit von 24 Stunden unabdingbar
war [192, 194, 196]. Im Gegensatz zu den Monozyten, zeigte die differenzierten Makrophagen eine hohe
TNF-Sekretion, die von der eingesetzten PMA-Konzentration abhing (Abb. 3-1 B) und mit der Literatur
korrespondierte [192, 250]. Das etablierte Protokoll zur Differenzierung war auBlerdem &duBerst
praktikabel in der Durchfiihrung, insbesondere in Bezug auf eine 5-Tage-Woche, so konnten die Zellen
beispielsweise zu Beginn der Woche am Montag mit PMA eingesidt werden, am Mittwoch erfolgte der
Mediumwechsel auf PMA-freies Medium zur Erholung und am Donnerstag konnten die Zellen dann fiir
weitere Stimulationsversuche verwendet werden. Bei einer Stimulationszeit von in der Regel nicht mehr
als 24 Stunden, konnte so am Freitag ein Experiment beendet werden und die erhaltenen Proben weiter
ausgewertet werden. Dennoch ist beim Vergleich von eigenen Versuchsergebnissen in THP-1
Makrophagen mit der Literatur immer zu beachten, dass es nahezu in jeder Arbeit Unterschiede beziiglich
der PMA-Konzentration, der Stimulations- und der Erholungszeiten gibt, die einen entscheidenden
Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben konnen.

In einigen Arbeiten werden die THP-1 Makrophagen auch in einem weiteren Schritt mit IFN-y und LPS
oder IL-4 zu M1 oder M2 Makrophagen polarisiert [251, 252]. Dies wurde zwar in dieser Arbeit nicht
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untersucht, konnte aber in Zukunft noch weitere Aufschliisse geben, insbesondere im Hinblick auf die
Vergleichbarkeit von THP-1 Makrophagen und primédren M1 und M2 Makrophagen.

Neben den in dieser Arbeit verwendeten THP-1 Zellen, gibt es eine Reihe weiterer humaner, monozytérer
Zelllinien, die zur Erforschung von immunologischen Vorgédngen in Makrophagen verwendet werden
konnen. Hierzu zédhlen unter anderem die U937, ML-2, HL-60 oder Mono Mac 6 Zellen, wobei die U937
und die THP-1 Zellen hiervon die am héiufigsten genutzten Zelllinien sind [193]. Die THP-1 Zellen
stammen urspriinglich aus dem Blut eines 1-jdhrigen, ménnlichen Patienten mit einer akuten,
monozytidren Leukidmie [253], wihrend U937 Zellen aus dem generalisiertem, histozytidren Lymphom
eines 37-jdhrigen, minnlichen Patienten isoliert wurden [254]. Sie unterscheiden sich somit vor allem in
ihrem Entwicklungsgrad und ihrer Herkunft, wobei U937 Zellen herangereifte Zellen aus dem Gewebe
und THP-1 Monozyten geringer gereifte, aus dem Blut stammende Monozyten sind [167]. Somit sind
THP-1 Zellen besser mit den primédren, aus peripheren mononukledren Blutzellen stammenden
Monozyten vergleichbar. Dennoch lassen sich sowohl die U973 Zellen gleichermaBen mit PMA zu
Makrophagen ausdifferenzieren [193], was einen Vergleich der beiden Zelllinienmodelle insbesondere
in Bezug auf die Immunantwort auf lysosomotrope Stoffe unter sterilen entziindlichen Bedingungen
interessant machen konnte. Zumindest in Bezug auf die anti-inflammatorischen Immunantwort auf
Chloroquin bei Ko-Stimulation mit LPS konnten sowohl fiir THP-1 als auch U937 Makrophagen ein
dhnlicher Effekt festgestellt werden [212].

4.1.2 Primare Makrophagen aus peripheren, mononukledren Blutzellen

Im Gegensatz zu den immortalisierten Zelllinien, konnen auch primire Zellen verwendet werden, welche
zundchst frisch isoliert, ausdifferenziert und dann direkt verwendet werden miissen. Hierfiir wurden mit
zwei unterschiedlichen Methoden Monozyten aus peripheren, mononukledren Blutzellen isoliert, die
zuvor iiber Dichtezentrifugation aus Buffycoat-Blutproben abgetrennt wurden. In einem weiteren Schritt
wurden die so erhaltenen Monozyten mit GM-CSF oder M-CSF {iiber 7 Tage zu M1- und M2-dhnlichen
Makrophagen polarisiert. Dies simulierte in gewisser Weise in vitro die Generierung von rekrutierten
Makrophagen aus im Blut zirkulierenden Monozyten nach, die auf Grund der unterschiedlichen, in
diesem Fall kiinstlich geschaffenen, entziindlichen Umgebung zu M1 oder M2 idhnlichen
Makrophagenpopulationen heranreifen.

Fiir die Generierung der Monozyten aus PBMCs wurden die Monozyten zum einen durch magnetische
Microbeads gegen den fiir Monozyten typischen Oberflaichenmarker CD14 abgetrennt, zum anderen
wurde zur Isolierung die Eigenschaft ausgenutzt, dass Monozyten an Plastikoberflichen adhirieren,
wihrend die Lymphozyten, Erythrozyten und sonstiger Zellschrott als Suspensionsiiberstand abgesaugt

werden konnten (Abb. 2-2).
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Im Vergleich lieferten beide Methoden #hnliche Makrophagenpopulationen mit vergleichbarer
Morphologie und Expression der Oberflichenmarker, jedoch waren die Makrophagen, die aus den
Monozyten generiert wurden, die durch die Adhédrenz an Plastikoberfldachen isoliert wurden, leichter
ablosbar und ergaben eine hohere Ausbeute, wobei dies dennoch einer grofen Spendervariabilitit
unterlag. Insbesondere die Polarisierung von GM-CSF generierten Makrophagen war leider nicht
reproduzierbar moglich, obwohl dies in der Literatur mit einer dhnlichen Methodik publiziert ist [199-
202, 255, 256]. Auf der anderen Seite wird in vielen Arbeiten nicht zwischen M1 und M2 Makrophagen
unterschieden, sondern nur mit M-CSF generierten Makrophagen gearbeitet [257-260]. Zusitzlich stellt
sich die Frage, ob und in wie weit die Unterscheidung von M1 und M2 Makrophagen die eigentlichen
Gegebenheiten in vivo zu stark vereinfacht, insbesondere im Hinblick darauf, dass die M1 Makrophagen
auch in der Lage sind, sich in M2 Makrophagen umzuwandeln und beide Subtypen auch nebeneinander
vorkommen konnen. AuBerdem konnen M2 Makrophagen noch weiter in M2a, M2b und M2c
Makrophagen unterschieden werden [25].

Grundlage und Ausgangsmaterial fiir die Generierung der primidren Makrophagen waren Buffycoat
Blutkonserven, die aus den Blutspenden anonymer Spender*innen generiert und vom DRK Nord-Ost
bereitgestellt wurden. Dabei handelte es sich um Spenden, bei denen Spender*innen im Alter zwischen
18 und 72 Jahren miteingeschlossen wurden, unabhingig von Alter, Herkunft und Geschlecht. Studien
zeigen zwar, dass diese Faktoren generell einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Blutzellen haben,
die Anzahl der Monozyten hiervon jedoch nicht betroffen ist [261]. Da jedoch die Blutzellen
untereinander interagieren, kann nicht ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche Anteile an
Blutzellen auch einen Einfluss auf die Generierung der Primérzellen in vitro haben kénnen [191].
AuBerdem untersuchte eine andere Studie die Blutzellen von verschiedenen Spendern*innen hinsichtlich
des Geno- und Phinotyps und stellte dabei erhebliche Unterschiede fest [262]. Eine weitere Studie zeigt,
das primidre Makrophagen aus 3 verschiedenen Spender*innen in einem unterschiedlichen Maf3 den
TLR4 exprimieren und hierdurch auch eine unterschiedliche Antwort auf LPS resultiert [263]. Zusétzlich
wurde der Gesundheitszustand der Spender der verwendeten Buffycoats zwar als gesund angenommen,
jedoch konnten (Vor-)Erkrankungen nicht ausgeschlossen werden. All dies unterstreicht, dass bei der
Verwendung von Primirzellen eine hohe Spendervariabilitit vorliegt, die erheblichen Einfluss auf die
Versuchsergebnisse haben kann. Auf der anderen Seite spiegelt gerade dies auch sehr gut die Realitiit
wider, in der jeder Mensch als Individuum betrachtet werden muss und unterschiedlich auf entziindliche
und pharmakologische Stimuli reagiert. Von daher sollten trotz der Schwierigkeiten bei der Arbeit mit
Primirzellen das Modell nicht auler Acht gelassen werden und weiter daran gearbeitet werden, gute
Isolierungs- und Generierungsmodelle zu etablieren, die zumindest bei der Charakterisierung der

Zellarten und -populationen reproduzierbare Ergebnisse gewihrleisten.
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4.1.3 Ubertragbarkeit von in vitro auf in vivo Studien

Bei der in vitro Arbeit mit Zellen stellt sich immer wieder die Frage der Ubertragbarkeit auf die
Geschehnisse in vivo. Besonders bei der Erforschung von immunologischen Vorgingen ist stets zu
beachten, dass die einzelnen Zellarten in Kontakt miteinander stehen und iiber diese iiber die
Exprimierung von Oberflichenmarkern und anderen Proteinen auf der Zelloberfliche sowie die
Ausschiittung von Zytokinen miteinander kommunizieren und aufeinander reagieren [191]. Insbesondere
fiir die Makrophagen ist bekannt, dass diese ihre Funktion immer wieder an die dufleren Gegebenheiten
anpassen konnen [14]. AuBlerdem kann die Interaktion von Zellen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems am Ende ausschlaggebend fiir eine addquate Immunantwort sein [264]. Um dies genauer
zu untersuchen, wire beispielsweise eine Ko-Kultur mit anderen Zellarten moglich. Fiir THP-1 Zellen
ist beispielsweise eine Ko-Kultur mit Jurkat T-Zellen, die eine immortalisierte T-Zelllinie darstellen,
beschrieben. So sorgt die Anwesenheit von Jurkat T-Zellen bei einer Infektion mit Chlamydia
trachomatis fiir einen Wechsel von einer pro- in eine anti-inflammatorische Immunantort der THP-1
Makrophagen [265]. AuBlerdem wurde bereits von unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass primére
Langerhans Zellen unter Einfluss von IL-1 und Chloroquin nach Ko-Kultur mit Ty-Zellen den Ty1- in
Richtung Ty17-Zelltyp verschieben konnten [156]. Es wire sicherlich auch denkbar, sich in diesem
Zusammenhang die Auswirkungen der Anwesenheit von Dendritischen Zellen und/ oder T-Zellen auf
den Phénotyp und die inflammatorische Immunantwort von Makrophagen auf der einen, sowie die
Veridnderungen dendritischer und T-Zellen auf der anderen Seite anzuschauen.

Dariiber hinaus werden in vivo Experimente in Nagetieren wie Mausen oder Ratten immer noch als
Goldstandard in der (immun)pharmakologischen Forschung angesehen, obwohl klar ist, dass sich das
Immunsystem und die Immunantwort von Maus und Mensch unterscheidet [266]. Besonders in Hinblick
auf die angeborene Immunitét ergeben sich entscheidende Unterschiede, so sind im Menschen bis zu 10
TLRs bekannt, wihrend man in der Maus bis dato 12 finden konnte. AuBlerdem gibt es Unterschiede in
der Spezifitit der Liganden und der Expression der Rezeptoren [267]. Dariiber hinaus gibt es signifikante
Unterschiede in der Anzahl von Monozyten in der Maus und im Menschen. Wihrend der Anteil der
Monozyten an den Blutzellen im Menschen ca. 10 % betrégt, sind es bei der Maus nur ca. 2-4%, was
zusitzlich die Frage aufwirft, in wie weit Monozyten in Maus und Mensch unterschiedliche Aufgaben in
der Pathophysiologie {ibernehmen [11]. Dennoch konnten mehrfach, vergleichbare anti-
inflammatorischen Wirkungen von Chloroquin in humanen und Zellen aus Méusen nachgewiesen
werden [212, 268, 269]. Somit konnte es trotz der Unterschiede von Maus und Mensch sicherlich
interessant sein, die pro-inflammatorischen Effekte unter sterilen entziindlichen Bedingungen in Maus-
Zellen oder sogar in einem Mausmodell zu testen. Neben den klassischen Mausmodellen gibt es
mittlerweile die so genannten ,,Humanisierten Mause®, bei denen immundefizienten Mdusen humane

Zellen eingepflanzt werden, um so die Unterschiede zwischen Mensch und Maus zu minimieren [270].
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4.2 Lysosomotrope Stoffe nehmen Einfluss auf die Zytokinsekretion unter
sterilen pro-inflammatorischen Bedingungen in Makrophagen

Chloroquin, Fluoxetin und Chlorpromazin verstidrkten die pro-inflammatorische Immunantwort auf IL-
1B in Makrophagen &dhnlich wie lipophile Beta-Blocker in Langerhans Zellen [157], was die generelle
Beteiligung des angeborenen Immunsystems an durch lysosomotrope Arzneistoffe ausgeldsten

Entziindungsreaktionen bekréftigt.

4.2.1 Chloroquin moduliert die Inmunantwort in Makrophagen auf unterschiedliche
Weise

Chloroquin, genauso wie sein Derivat Hydroxychloroquin, ist schon seit fast iiber 100 Jahren als
Antimalariamittel im Einsatz. Bereits zu Beginn des 17. Jahrhunderts wurde erstmals Chinarinde zur
Behandlung der Malaria eingesetzt, spiter identifizierte man die Quinine als eine wirksame Komponente.
Dies fiihrte schlielich zur Zulassung des synthetischen Quininderivats Chloroquin im Jahr 1949 und
wenige Jahre spiter zur Zulassung von Hydroxychloroquin durch die FDA [153]. Neben vermehrt
auftretender Resistenzen des Malariaerregers kann sowohl bei einer Therapie mit Chloroquin als auch
mit Hydroxychloroquin eine arzneimittelinduzierte Psoriasis auftreten [271]. IL-23 spielt insbesondere
bei der Pathogenese der autoinflammatorischen Psoriasiserkrankung eine entscheidende Rolle, ebenso
wie ein spezieller Typ der Ty-Zellen, die als Tyl7-Zellen bezeichnet werden [272]. Studien unserer
Arbeitsgruppe vermuten die Beteiligung von dermalen Dendritischen Zellen und Langerhans Zellen am
Entziindungsgeschehen dieser unerwiinschten Arzneimittelwirkung, wobei die durch IL-1f induzierte
IL-23-Sekretion durch beide Antimalariamittel in aus Monozyten generierten Langerhans Zellen deutlich
erhoht werden konnte [156]. Die Frage, in wie weit Makrophagen generell beteiligt sind, ist jedoch noch
nicht eindeutig geklért.

So konnte ich zeigen, dass Chloroquin eine Erhohung der CXCLS8-Sezernierung unter sterilen
entziindlichen Bedingungen in THP-1 Makrophagen auslésen konnte (Abb. 3-8 A). In primidren M-CSF
generierten Makrophagen konnte diese Beobachtung bestitigt werden, wenn auch auf Grund der
Spendervariabilitit keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten (Abb. 3-12). CXCLS als auch
CXCL2, sind zwei pro-inflammatorische Chemokine, dessen Sekretionen vor allem durch IL-1p reguliert
werden [208]. Die Tatsache, dass Chloroquin unter sterilen entziindlichen Bedingungen auch die
Genexpression von CXCL2 hochregulierte (Abb. 3-9), deutet eine Interaktion von lysosomotropen
Stoffen und mit dem IL-1 Signalwegs an, die bisher noch nicht genauer untersucht wurde.

Chloroquin und Hydroxychloroquin werden auch zur Behandlung von rheumatischen Erkrankungen wie
der rheumatoiden Arthritis, dem systemische Lupus erythematodes und dem primiren Sjégren Syndrom
eingesetzt [273]. Auch wenn die genauen Mechanismen noch nicht eindeutig geklért sind, so wird

vermutet, dass Chloroquin die Signalweiterleitung bei Stimulation von extra- und intrazelluldarer TLRs
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zu inhibieren vermag und so eine anti-inflammatorische Wirkung auslésen kann [212, 274].
Interessanterweise zeigte Chloroquin bei Stimulation von THP-1 Makrophagen mit dem TLR4-
Agonisten LPS nur eine geringe Senkung der durch LPS-induzierten TNF-Ausschiittung (Abb. 3-11),
wohingegen der anti-inflammatorische Effekt in primédren Makrophagen (Abb. 3-12 A und B) signifikant
ausfiel. Viele Publikationen zeigen zwar eine deutliche Senkung der pro-inflammatorischen Zytokine bei
Ko-Stimulation mit LPS und Chloroquin sowohl in verschiedenen Makrophagenzelllinien als auch in
PBMCs [211, 212, 268], jedoch muss beim Vergleich mit meinen nicht so deutlichen Ergebnissen auf
den Einsatz von sehr unterschiedlichen Chloroquin-Konzentrationen als auch Abweichungen in den
Differenzierungs- und Isolierungsmethoden der verwendeten Zelltypen hingewiesen werden. In einer
Arbeit wurde erst mit einer Konzentrationen von 100 uM ein signifikanter anti-inflammatorischer Effekt
in THP-1 Makrophagen gezeigt [212], wihrend in einer anderen Arbeit mit PBMCs schon bei einer
Chloroquinkonzentration von 10 uM eine signifikante Senkung der TNF-Sekretion im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit LPS erreicht werden konnte. Chloroquin-Konzentrationen iiber 50 uM zeigten
in meinem THP-1 Modell jedoch schon deutliche zytotoxische Effekte (Abb. 3-8 B), sodass im weiteren
Verlauf der Arbeit darauf verzichtet wurde, hohere Konzentrationen einzusetzen. Dennoch zeigte
Chloroquin in THP-1 Makrophagen auch noch bei toxischen Konzentrationen einen pro-
inflammatorischen Effekt bei Ko-Stimulation mit IL-1p im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit IL-
1B (Abb. 3-8 C). An dieser Stelle konnte sicherlich auch die Untersuchung der anti-inflammatorischen
Wirkung von verschiedenen Chloroquinkonzentrationen bei LPS-Stimulation in THP-1 Makrophagen
interessant sein, um die Vergleichbarkeit der verdffentlichten Studien mit meinen Ergebnissen noch
genauer zu untersuchen.

Generell konnten jedoch dhnliche Ergebnisse in THP-1 Makrophagen und Primirzellen erreicht werden.
Die hohe Streuung der Ergebnisse in Primérzellen konnte sich vor allem durch die biologische
Variabilitdt der Spender*innen ergeben. So zeigen auch in vitro generierte Makrophagen eine variable
Expression bestimmter Oberflichenproteine, die mit dem unterschiedlichen inflammatorischen
Ansprechen auf oxidiertes Low-density Lipoprotein korrelierte [275]. Dies zeigt ebenfalls
Schwierigkeiten, mit primédren Makrophagen signifikante Ergebnisse zu erhalten, wobei natiirlich gerade
dies die Wirklichkeit besser abbildet. Dariiber hinaus war die Arbeit mit Priméarzellen zusitzlich durch
eine unterschiedliche Zellausbeute erschwert und im Gegensatz zu Zelllinien konnen die Zellen in der
Regel nicht eingefroren werden sondern miissen direkt nach der Isolation verwendet werden. Trotz vieler
Ahnlichkeiten zu den THP-1 Makrophagen [194] muss dennoch darauf geachtet werden, dass Zelllinie
und Primérzellen sich unterscheiden und nicht alle Ergebnisse 1:1 iibertragen werden konnen [195].
Dennoch bieten Zelllinien eine einfach zu handhabende Alternative, die sich besonders fiir

mechanistische Studien eignet.
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4.2.2 Der pro-inflammatorische Effekt lysosomotroper Stoffe hangt mit den

chemischen Eigenschaften zusammen

Der selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer Fluoxetin sowie das Antipsychotikum
Chlorpromazin zeigten im Vergleich zu Chloroquin eine dhnliche pro-inflammatorische Immunantwort
bei Ko-Stimulation mit IL-1 (Abb. 3-13 A und C). Beide Arzneistoffe besitzen wie Chloroquin einen
pKs-Wert zwischen 6,5 und 11 und einen clogP-Wert iiber 2 und werden somit als lysosomotrop
bezeichnet (Tab. 1-3). Auch in vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits in
Langerhans Zellen gezeigt werden, dass der beobachtete pro-inflammatorische Effekt mit der
Lysosomotropie zusammenhéngt. Lipophile Beta-Andrenozeptor-Blocker wie Propranolol und
Penbutolol erhohten dort die IL-23-Sekretion unter sterilen entziindlichen Bedingungen, wihrend dieser
Effekt bei Arzneistoffen mit einem clogP-Wert unter 2 weniger stark ausgepriagt war [157]. Der
Zusammenhang zwischen Lysosomotropie und Verstirkung von Entziindungsreaktionen ist also in
unterschiedlichen Zelltypen des angeborenen Immunsystems vorhanden.

Die Aufrechterhaltung des lysosomalen pH-Werts wird iiber eine vATPase reguliert, die als
Protonenpumpe fungiert [97]. Die Tatsache, dass der vATPase Inhibitor Bafilomycin A, selbst in der
Lage war, die CXCLS8-Sekeretion bei Ko-Stimulation mit IL-13 zu erhéhen (Abb. 3-15 A), ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass Beeintrichtigungen der lysosomalen Funktion und der pro-
inflammatorischen Immunantwort in Zusammenhang stehen. Bei zusitzlicher Stimulation mit
Chloroquin konnten sich die Effekte der beiden Stoffe jedoch nicht addieren. Da die Akkumulation
lysosomotroper Stoffe in sauren Organellen vom pH-Wert abhéngig ist, kann man davon ausgehen, dass
eine vorherige Erhohung des lysosomalen pH-Werts durch Bafilomycin A; die Anreicherung von
Chloroquin im Lysosom erschwert und dadurch ein zusitzlicher pro-inflammatorischer Effekt ausbleibt.
Fiir den anti-inflammatorischen Effekt bei Ko-Stimulation mit LPS schien ebenfalls die Senkung der IL-
6-Sekeretion mit der Lysosomotropie zusammenhéngen (Abb 3-15 C), wihrend die TNF-Sekretion nicht
durch Bafilomycin A; allein gesenkt werden konnte (Abb. 3-15 B). Dies deckt sich mit Studien, die fiir
die Inhibierung der LPS-induzierten TNF-Ausschiittung in Makrophagen einen von der Lysosomotropie
unabhingigen Mechanismus diskutieren [211]. Auch mechanistische Unterschiede in der Senkung der
IL-6 und TNF-Sekretion bei Ko-Stimulation mit LPS durch Chloroquin wurden bereits gezeigt und
konnen durch diese Ergebnisse bestétigt werden [212].

Chloroquin, Fluoxetin und Chlorpromazin zeigten eine Erniedrigung der LTR Farbung nach 30 Minuten,
was auf eine Erhohung des lysosomalen pH-Werts schlieen ldsst [108]. Dies wurde jedoch nach 4
Stunden wieder aufgehoben, Fluoxetin sorgte nach ldngerer Inkubation sogar fiir eine erhohte LTR
Féarbung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3-14). Auch wenn dies zunichst {iberraschend ist, so zeigt
eine Studie in H9C2 Zellen ebenfalls eine kurzzeitige Verminderung der LTR-Firbung die nach 4

Stunden wieder aufgehoben wurde. Dabei wird ein Kompensationsmechanismus der Zelle diskutiert, bei
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dem auf lysosomale Storungen mit einer Erhohung der lysosomalen Aktivitit und der lysosomalen
Biogenese reagiert wird, wodurch jedoch die Degradierungsleistung der Lysosomen nicht
wiederhergestellt werden konnte [109]. Eine erhohte Anhdufung des Autophagiesubstrats p62 konnte in
THP-1 Makrophagen auch fiir die Stimulation mit Chloroquin und Fluoxetin festgestellt werden, sodass
auch hier von gestorten lysosomalen Verdauungsprozessen ausgegangen werden kann (Abb. 3-16). Um
diese These noch weiter zu stiitzen sollte zusétzlich untersucht werden, welchen Einfluss Chloroquin,
Fluoxetin und insbesondere Chlorpromazin auf die lysosomale Aktivitit und Biogenese haben. Bei
lysosomaler Disruption konnen lysosomalen Proteasen wie den Cathepsine ins Zytosol freigesetzt
werden und iiber eine Aktivierung des Inflammasoms auch entziindliche Reaktionen sowie Pyroptose
auslosen [242]. Eine Aktivititsbestimmung dieser Cathepsine sowie dessen Lokalisierung bei der
Behandlung mit lysosomotropen Stoffen konnte sicherlich weiteren Aufschluss iiber die Frage der
Beteiligung der Lysosomotropie am Entziindungsgeschehen geben. Auch ein genauer Blick auf die
Transkriptionsfaktoren TFEB, TFE3, TFEC und MiTF, die die lysosomale Zusammensetzung und
Funktion regulieren wire sinnvoll, um eine Beeinflussung der lysosomalen Biogenese zu erforschen

[101].

4.3 Der Einfluss lysosomotroper Stoffe auf Autophagozytose und Endozytose
steht im Zusammenhang mit dem pro-inflammatorischen Effekt unter

sterilen entziindlichen Bedingungen

Die durch die Behandlung mit lysosomotropen Stoffen bedingte lysosomale Dysfunktion kann sowohl
die Degradierung der autophagosomalen als auch der endosomalen Ladung beeintrdchtigen [98].
Umgekehrt sind die Autophagozytose als auch die Endozytose wichtige Regulatoren der Immunantwort
[147, 276]. Im Einklang damit konnte die folgende Arbeit zeigen, dass die Autophagie-inhibierenden
Eigenschaften als auch die verminderte Internalisierung von IL-1 Rezeptoren durch lysosomotrope Stoffe

sterile Entziindungen in Makrophagen begiinstigen.

4.3.1 Chloroquin, Fluoxetin und Chlorpromazin modulieren die Autophagozytose auf
unterschiedliche Weise

Wihrend Chloroquin schon lange ein anerkannter Autophagie-Inhibitor ist [111], wird in der Literatur
fiir Fluoxetin und Chlorpromazin sowohl eine Induktion als auf eine Behinderung des autophagischen
Flux diskutiert [1, 217-219]. Wie erwartet, inhibierte Chloroquin die Degradierung von Autophagosomen
in THP-1 Makrophagen genauso wie Fluoxetin. Im Gegensatz dazu konnte Chlorpromazin die LC3-I zu

LC3-II Konversion sowie die Expression von p62 nicht hochregulieren, sodass Chlorpromazin in den

133



Diskussion

eingesetzten Konzentrationen die Autophagozytose in THP-1 Makrophagen nicht beeinflusste (Abb. 3-
16).

Erst kiirzlich fand eine Studie heraus, dass der Mechanismus der Inhibition des autophagischen Flux vor
allem in der Verhinderung der Fusion von Autophagosom und Lysosom liegt und weniger in der Stérung
des pH-Werts und der degradierenden Eigenschaften des Lysosoms begriindet ist [111]. Dennoch sollten
weitere Experimente durchgefiihrt werden, um eine bessere Aussage diesbeziiglich treffen zu konnen.
Hochauflosende, bildgebende Verfahren wie die Elektronenmikroskopie kénnten genutzt werden, um
das intrazelluldre Geschehen besser abzubilden und eine mogliche Akkumulation der Autophagosomen
durch lysosomotrope Stoffe in THP-1 Makrophagen zu zeigen. Auflerdem konnte man mittels
Fluoreszenzmikroskopie die Ko-Lokalisation eines lysosomalen und eines autophagosomalen Markers
zeigen. So konnte in unserem Arbeitskreis bereits gezeigt werden, dass die Ko-Lokalisation von LAMP1
und LC3 in Langerhans Zellen durch Propranolol ausblieb [157]. Zusitzlich kdnnen auch bestimmte
Gene ausgeschaltet werden, die fiir Proteine translatieren, die an der Fusion von Autophagosom und

Lysosom beteiligt sind.

4.3.2 Der pro-inflammatorische Effekt von Chloroquin unter sterilen entziindlichen
Bedingungen in Makrophagen steht in Zusammenhang mit der Autophagie-
Inhibition

STX-17 ist eines der Proteine, das als autophagosomales SNARE an der Verschmelzung von
Autophagosom und Lysosom teilnimmt. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit siRNA gegen STX-17
eingesetzt. Jedoch hatte die IL-1B-Stimulation von THP-1 Makophagen, die mit siRNA gegen STX-17
transfiziert waren, keine Auswirkungen auf die CXCL8-Ausschiittung im Vergleich zu den Kontrollen.
Dies ladsst darauf schlieBen, dass die Inhibierung der Fusion von Autophagosom und Lysosom durch
Chloroquin nicht alleine entscheidend fiir die pro-inflammatorische Immunantwort bei Ko-Stimulation
mit IL-1p ist. Jedoch waren die Werte fiir die CXCL8-Sekeretion allein durch die Kontrollen mit dem
Transfektionsreagenz Lipofecatmin 2000 um mehr als das 5-fache erhoht als in den bisherigen
Experimenten (Abb. 3-22 B). Lipofectamin 2000 hat also schon allein einen pro-inflammatorischen
Effekt auf THP-1 Makrophagen, obwohl die Zellviabilitit nicht beeinflusst war (Abb. 3-21 B). Somit
stellt sich die Frage, ob der Effekt von Lipofectamin 2000 allein eventuell andere Effekte iiberdeckt. In
wie weit Lipofectamin 2000 das angeborene Immunsystem beeinflusst ist jedoch wenig untersucht.
Zumindest berichtet eine Studie aus dem letzten Jahr dariiber, dass Lipofectamin 2000 den Typ I
Interferon-Signalweg in Maus-Makrophagen beeinflussen kann [277]. Auf der anderen Seite war die
Runterregulation des STX-17 Gens nur bis auf die Hilfte moglich, was unter anderem auch daran liegt,
dass generell Immunzellen schwerer transfizierbar sind [232, 233]. Sicherlich kénnte man aber an dieser

Stelle noch andere Transfektionsmethoden, wie beispielsweise die Elektroporation, oder weitere
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Transfektionsreagenzien ausprobieren. Zusitzlich wurde erst kiirzlich ein neuer Inhibitor von STX-17
entdeckt [278], sodass dessen Testung sicherlich auch aufschlussreich sein konnte.

Die Konversation von LC3-I zu LC3-II in Verbindung mit einer Akkumulation des Autophagiesubstrats
p62 sind klassische Marker zur Untersuchung des autophagischen Flux [50]. Neben seiner Rolle als
Adapterprotein fiir die bei der selektiven Autophagoyztose zu degradierenden intrazelluldren
Bestandteilen, sind die Funktionen und Aufgaben von p62 vielfiltig. So kann es unter anderem oxidative,
metabolische und entziindliche Signalwege regulieren [220]. Zu den entziindlichen Signalwegen zihlt
auch der NFkB-Signalweg. Dabei kann p62 iiber die Ubiquitinierung des IKK-Komplexes den
Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren [279]. Dariiber hinaus hat es auch einen FEinfluss auf die
Degradierung von A20, welcher ein Negativregulator des NFkB Signalwegs ist [280]. Auflerdem kann
p62 iiber einen positiven Feedback-Mechanismus durch NFkB hochreguliert werden [281]. Studien
konnten auch zeigen, dass die durch IL-1p induzierte CXCLS8-Sekertion in p62 transfizierten Zellen
erhoht ist [223] und p62 maBgeblich an der durch Chloroquin ausgelosten NFxB-Aktivierung und
CXCLS8 Genexpression beteiligt zu sein scheint [282]. Zusitzlich ist eine Interaktion von p62 und der
MAPK p38 beschrieben [220, 222]. In THP-1 Makrophagen konnte die durch IL-18 und Chloroquin
induzierte CXCL8-Sekretion durch die Inhibierung der MAPK p38 komplett verhindert werden (Abb. 3-

17), was bereits fiir Chloroquin und Propranolol in Langerhans Zellen gezeigt werden konnte [156, 157].

4.3.3 Einfluss auf ROS

Der Zusammenhang von oxidativem Stress und der Autophagozytose-Aktivitit ist bereits vielfach
beschrieben, wobei die Mitochondrien als Hauptquelle fiir ROS gelten. Diese werden besonders iiber die
mitochondriale Atmungskette frei, wobei beschiddigte Mitochondrien iiber Autophagozytose degradiert
werden konnen, da vermehrter oxidativer Stress zu erheblichen Zellschdden fithren kann. Dabei ist auch
die so genannte Mitophagie als selektive Autophagie abhéngig vom Autophagozytoserezeptor p62 [283].
Studien zeigen, dass sowohl Chloroquin als auch Bafilomycin A; in Neuronen der Maus die Funktion
von Mitochondrien negativ beeinflussen und zu einer erhohten Anzahl an beschédigten Mitochondrien
fiihren [284]. In Maus-Makrophagen konnte Chloroquin die ROS Produktion bei Infektion der Zellen
mit Staphylococcus aureus steigern [285] und auch in humanen Astroglia Zellen fiihrte Chloroquin zu
einer vermehrten ROS Produktion, die in Zusammenhang mit der Sekretion von CXCLS8 stand [286].
Verschiedene ROS Inhibitoren konnten in THP-1 Makrophagen ebenfalls die CXCLS8-Sekretion bei Ko-
Stimulation mit IL-1B und Chloroquin senken, was darauf schlieBen lédsst, dass auch eine durch
Chloroquin indizierte ROS-Sekretion eine Rolle spielt (Abb. 3-18 A). Propranolol induziert in
Langerhans Zellen insbesondere mitochondriale ROS durch Inhibition der Mitophagie [157]. In THP-1
Makrophagen konnte jedoch keine mitochondriales ROS-Produktion nach einer und nach 3 Stunden

nachzuweisen werden (Abb. 3-19). Moglicherweise folgt die ROS Produktion einer sehr speziellen
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Kinetik, die hier nicht abgedeckt werden konnte. In einem weiteren Experiment wurde mittels ESR-
Spektroskopie die Reduzierung des Radikalfingers TEMPO in Anwesenheit von Chloroquin und IL-1f
gemessen. Auch hier konnte keine ROS Produktion im Vergleich zur Kontrolle in einem Messzeitraum
von einer Stunde festgestellt werden (Abb. 3-20). Die Messung erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Martina Meinke in den Laboren der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie
und Allergologie der Charité Berlin. Die Arbeitsgruppe hat bereits Erfahrung mit der ROS-Bestimmung
in humanen Keratinozyten [189], wobei hier nach eigener Aussage die TEMPO Reduzierung allein in
der Kontrolle im Allgemeinen viel langsamer erfolgte als bei den von mir getesteten THP-1
Makrophagen. Makrophagen gelte als starke ROS produzierende Zellen, vor allem bei der Immunantwort
gegen Pathogene. Auf der anderen Seite miissen die Zellen in der Lage sein, sich selbst gegen den
oxidativen Stress zu schiitzen, indem antioxidative Signalwege angetriggert werden [287]. Ein wichtiger
antioxidativer Signalweg verlduft iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2, was in der
vermehrten Expression von Antioxidantien Glutathion and Thioredoxin resultiert [288]. Die
antioxidative Zellantwort ist auch mit der selektive Autophagie assoziiert, wobei der Autophagie-
Rezeptor p62 mit KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) interagieren kann, was zur Aktivierung
von Nrf2 fiihrt [289]. Somit konnte eine Untersuchung dieser Signalwege weitere Aufschliisse iiber die
Rolle von ROS bei der durch lysosomotrope Stoffe induzierten pro-inflammatorischen Immunantwort
unter sterilen entziindlichen Bedingungen bringen. Zusétzlich konnte das Ablosen der Zellen, das hier
fiir beide durchgefiihrten Methoden nétig war, zusitzlicher Stress fiir die Zellen bedeutet haben und
moglicherweise sofort zu einer vermehrten ROS-Ausschiittung gefiihrt hat, die jedoch nicht erfasst
werden konnte. In Zukunft sollten also noch weitere Methoden getestet werden, bei denen eine kinetische

Messung der Zellen innerhalb der Zellkulturplatte ohne Ablosen moglich ist.

4.3.4 Lysosomotrope Stoffe und Rezeptorendozytose

Wihrend Chloroquin und Fluoxetin in THP-1 Makrophagen die Autophagozytose in einem spéten
Stadium inhibieren konnten, war dies fiir das ebenso lysosomotrope Chlorpromazin nicht der Fall.
Interessanter Weise ist Chlorpromazin im Gegensatz zu Chloroquin und Fluoxetin nicht dafiir bekannt,
eine arzneimittel-induzierte Psoriasis auszuldsen. Chlorpromazin gilt jedoch schon ldnger als ein
Inhibitor der Endozytose [90]. Korrespondierend dazu 16st der Endozytose-Inhibitor Dynasore einen
dhnlichen pro-inflammatorischen Effekt wie lysosomotropen Stoffe aus, wenn mit IL-1f ko-stimuliert
wurde (Abb. 3-23). Eine iiberméfige Stimulation mit Zytokinen wie TNF, IL-6 oder IL-1 konnen zu
Entziindungsreaktionen und Autoimmunkrankheiten wie der rheumatoiden Arthritis oder Morbus Crohn
fiihren, sodass die resultierenden Signalkaskaden auch iiber die Endozytose der jeweiligen Rezeptoren
auf der Zelloberfliche reguliert werden konnen [147]. Somit wurde vermutet, dass lysosomotrope Stoffe

in der Lage sind, die Internalisierung des IL-1 Rezeptors zu unterbinden und dadurch diese vermehrt auf
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der Zelloberfldche zur Verfiigung stehen, was wiederum in einer verstirkten Immunantwort auf IL-1(
resultiert. Ich konnte zeigen, dass alle eingesetzten lysosomotropen Arzneistoffe die extrazelluldre
Expression des IL-1 Rezeptor Monomers IL-1RI erhthen konnten (Abb. 3-24 D). Dies war ebenso fiir
Dynasore der Fall, jedoch zeigte sich der Effekt bereits nach einer Stunde und wurde schlielich nach 12
Stunden wieder aufgehoben. Dies ldsst sich mit dem unterschiedlichen Mechanismus der
Endozytoseinhibierung erkldren (Abb. 3-24 C), wobei Dynasore schon zu Beginn bei der Bildung des
Endosoms dessen Abschniirung verhindert [92]. In Ubereinstimmung hiermit konnte eine Studie kiirzlich
zeigen, dass die Inhibierung der Rezeptorendozytose durch Dynasore und andere Endozytose-Inhibitoren
in Zellen, die den IL-1 Rezeptor iiberexprimieren, zu einer erhohten Genexpression von CXCLS fiihrten
[148].

Auf Grund seiner anti-inflammatorischen Eigenschaften wird Chloroquin auch zur Behandlung von
rheumatischen FErkrankungen eingesetzt, wenn auch die zugrundeliegenden Mechanismen nicht
eindeutig geklart sind [273]. Sowohl Chloroquin als auch Bafilomycin A; konnten die anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Glucocorticoiden durch die Inhibierung des korrespondierenden
zytosolischen Rezeptors verhindern. GleichermaBen erhohte Chloroquin auch die Aktivierung von
Androgen- und Ostrogenrezeptoren [290]. Auch die Signaltransduktion von TGFp konnte in einer Arbeit
durch die Endozytoseinhibition des korrespondierenden Rezeptors durch Chloroquin und andere
Endozytoseinhibitoren verstirkt werden [291]. Dies unterstiitzt die Annahme, dass Chloroquin und
andere lysosmotrope Stoffe in der Lage sind, die Signaltransduktion des IL-1 Rezeptors iiber die
Inhibierung der Rezeptordegradierung zu erhohen. In weiteren Experimenten sollte der intrazelluldre
Transport des IL-1 Rezeptors genauer untersucht werden. Hierfiir konnte man verschiedene Marker der
Endosomen sowie den IL-1 Rezeptor selbst mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern markieren und
eventuelle Ko-Lokalisationen mittels Fluoreszenzmikroskopie untersuchen.

Als weitere Mechanismen fiir den anti-inflammatorischen Effekt von Chloroquin wird auch eine
Beeinflussung des TLR4 diskutiert, Studien zeigen, dass Chloroquin zwar nicht in der Lage ist, die
Internalisierung des TLR4 nach LPS-Stimulation zu unterbinden, jedoch die intrazelluldre Lokalisation
von LPS und TLR4 beeinflusst wird, wodurch ein Rezeptorrecycling erschwert wird [292]. Dies
korreliert auch mit der Annahme, dass die Runterregulation der TNF-Expression durch Chloroquin bei
LPS-Stimulation nach einem Mechanismus verlduft, der von der Lysosomotropie unabhingig ist [211].
Chloroquin und andere lysosomotrope Stoffe scheinen also nicht die Rezeptorendozytose von jedem

beliebigen Rezeptor im gleichen MaB zu beeinflussen.

4.3.5 Einfluss von IFN-y

IFN-y ist als pro-inflammatorisches Zytokin bekannt, das vor allem von Tyl-Zellen und NKs

ausgeschiittet wird. Bei der Bindung an seinen Rezeptor wird iiber den JAK (Januskinase)/STAT1 signal
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transducers and activators of transcription)-Signalweg die Transkription Interferon-stimulierender Gene
auslost. Urspriinglich war IFN-y vor allem das wichtigste Zytokin bei der Aktivierung und Polarisierung
von M1 Makrophagen [293]. Dariiber hinaus spielt IFN-y eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Pathogenen und der Entstehung chronisch entziindlicher Erkrankungen sowie Autoimmunerkrankungen.
Mittlerweile sind dariiber hinaus auch viele anti-inflammatorische Wirkungen von IFN-y bekannt, die
die Annahme, dass es sich bei diesem Zytokin um ein rein pro-inflammatorisches Zytokin handelt,
widerlegen [239].

Eine Ko-Stimulation von THP-1 Makrophagen mit IFN-y und IL-1p mit oder ohne Chloroquin, konnte
ebenfalls zeigen, das IFN-y sowohl die CXCL8 Expression auf Genebene als auch die Sekretion auf
Proteinebene runterregulieren konnte (Abb. 3-25). Diese Erkenntnisse decken sich mit einer dlteren
Studie in primdren Monozyten, in der bereits gezeigt werden konnte, dass IFN-y die durch IL-1B
induzierte CXCLS8 Sekretion konzentrationsabhéngig senken konnte [294]. Dies liel vermuten, dass IFN-
v einen Einfluss auf den IL-1 Signalweg haben konnte. Der IL-1 Signalweg wird unter anderem durch
den endogen vorkommenden IL-1Ra negativ reguliert. Eine #ltere Studie zeigt ebenfalls, dass sowohl
IFN-y als auch das Typ I Interferon IFN-a in der Lage sind, IL-1Ra in PBMCs hoch zu regulieren,
wihrend der Effekt in vivo fiir IFN-y, im Gegensatz zur Behandlung mit IFN-a, nur schwach sichtbar
war [241]. In THP-1 Makrophagen konnte IFN-y zwar die Genexpression von IL-1Ra leicht erhhen
(Abb. 3-26 A), eine vermehrte Sekretion durch die Ko-Stimulation mit dem Typ II Interferon blieb jedoch
aus (Abb. 3-26 B). Der IL-1R2, ein weiterer Negativregulator des IL-1 Signalwegs, wurde ebenfalls
durch IFN-y nicht beeinflusst (Abb. 3-26 C). Da der pro-inflammatorische Effekt von Chloroquin unter
sterilen entziindlichen Bedingungen auch auf eine verminderte Internalisierung des IL-1 Rezeptors
zuriickzufithren war, wurde ebenfalls iiberpriift, in wie weit IFN-y die Rezeptor-Expression beeinflusst.
Auch wenn nach 12 Stunden die Anzahl an IL-1R1 im Gegensatz zur alleinigen Stimulation mit
Chloroquin und IL-1p leicht vermindert war, so war dieser Trend nach 24 Stunden Inkubationszeit nicht
mehr sichtbar (Abb. 3-27). Somit ist davon auszugehen, dass IFN-y in Anwesenheit von IL-13 und
Chloroquin keinen Einfluss auf den IL-1 Signalweg in THP-1 Makrophagen nimmt.

Die Aktivierung verschiedener TLRs und Zytokinrezeptoren durch die jeweiligen Liganden kann iiber
den NFkB-Weg zu einer erhohten Expression von pro-IL-1p fiihren, das in einem weiteren Schritt durch
das Inflammasom zu seiner aktiven Form prozessiert werden kann (Kap. 1.3.2 und Abb. 1-6). Ob und in
wie weit IFN-y die Generierung von IL-1f beeinflusst wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So
scheint IFN-y in Maus-Makrophagen die IL-1B Genexpression und Proteinsekretion zu verringern [295,
296], wihrend in humanen Zellen eher eine Erhohung der IL-1B Produktion durch IFN-y zu beobachten
ist [295, 297]. In THP-1 Makrophagen konnte IFN-y zu einer Erhdhung der IL-1p Genexpression nach
einer 3-stiindigen Inkubationszeit beitragen, nach ldangerer Inkubationszeit war dieser Effekt jedoch
aufgehoben (Abb. 3-28). Es konnte also vermutet werden, dass IFN-y zu einem frithen Zeitpunkt einen

Einfluss auf das Priming-Signal des Inflammasoms hat. In wie weit dies einen Einfluss auf den anti-
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inflammatorischen Effekt in Hinblick auf die CXCLS8 Expression und Sekretion hat, bedarf jedoch noch
weiteren Untersuchungen.

IFN-y gilt neben vielen weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen als Induktor der Autophagozytose
[64]. Dies spielt vor allem eine wichtige Rolle bei der Eliminierung des intrazelluldren Pathogens
Mycobacterium tuberculosis in Makrophagen [237]. Ausgehend von der Hypothese, dass die Inhibierung
des autophagischen Flux zu einer verstirkten pro-inflammatorischen Immunantwort auf IL-1p beitrégt,
konnte IFN-y die Autophaogozytose induzieren und so die Inhibition aufheben. Dadurch konnte
wiederum der pro-inflammatorische Effekt riickgidngig gemacht werden und die CXCL8 Expression und
Sekretion bei Ko-Stimulation mit IL-1p und Chloroquin durch IFN-y runterreguliert werden. Um dies
genauer zu untersuchen, wire sicherlich interessant, ob andere Induktoren der Autophagozytose wie
Rapamycin ebenfalls in der Lage sind, einen dhnlichen Effekt wie IFN-y zu erzielen. Wie genau IFN-y
die Autophagozytose induziert, ist nicht eindeutig bekannt. Es wird unter anderem vermutet, dass IFN-y
iiber die Beeinflussung des MAPK p38 Signalweg die Autophagozytose-Aktivitit zu steigern vermag
[238]. Eine neuere Studie zeigt auBerdem, dass IFN-y auch die lysosomale Biogenese durch Aktivierung
von TFEB erhoht [298]. Ob IFN-y die durch lysosomotrope Arzneistoffe hervorgerufene lysosomale
Storungen aufzuheben vermag, bedarf jedoch weiteren Untersuchungen.

Auch der durch IFN-y induzierte JAK/STAT-Signalweg kann durch die Autophagozytose reguliert
werden. Dies konnte auf Grund der Ergebnisse in dieser Arbeit noch weiter erforscht werden. Auch die
Frage, in wie weit Chloroquin mit dem JAK/STAT-Signalweg interagiert, ist noch nicht hinreichend
geklart. Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt zumindest, dass Chloroquin die Phosphorylierung
von STATI in Dendritischen Zellen induziert [299].

IFN-y kann auch epigenetische Veridnderungen in Zellen hervorrufen. Dies ist insbesondere bei der
Polarisierung von naiven Makrophagen zu klassisch aktivierten M1 Makrophagen der Fall [293].
Epigenetische Veridnderungen werden auch als einer der Mechanismen fiir das Ausbilden eines
Gedachtnis der angeborenen Immunantwort angesehen, das als Trainierte Immunitét bezeichnet wird
[300]. Auf der anderen Seite ist auch eine Toleranz des angeborenen Immunsystems bei erneutem
Antigenkontakt beschrieben [301]. Zwar ist davon auszugehen, dass dies bei der gleichzeitigen
Inkubation mit Chloroquin und IL-1f eine untergeordnete Rolle spielt, da die Zeit fiir ein ausreichende
Hervorrufung einer Toleranz nicht gegeben sein mag, jedoch ist der Effekt der Senkung der CXCLS-
Sekretion durch IFN-y nicht besonders stark ausgeprigt. Somit wire es sicherlich interessant zu sehen,
wie sich eine lidngere, alleinige Prdinkubation mit anschlieBendem Ausruhen der Zellen ohne IFN-y auf

eine anschlieende Neu-Stimulation mit IL-1f und Chloroquin auswirkt.
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4.4 Ist der Mechanismus zellspezifisch?

Abhingig von der MAPK p38, ROS und der Inhibierung des autophagischen Flux konnten
lysosomotrope Stoffe die pro-inflammatorische Immunantwort von Makrophagen unter sterilen
entziindlichen Bedingungen deutlich steigern. Dariiber hinaus ist eine Verhinderung der Internalisierung

des IL-1 Rezeptors beteiligt (Abb. 4-1).
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Abbildung 4-1: Lysosomotrope Arzneistoffe beeinflussen sterile entziindliche Prozesse in Makrophagen. In
Makrophagen akkumulieren lysosomotrope Arzneistoffe auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften in
sauren Zellorganellen wie dem Lysosom und verhindern so die Fusion mit dem Autophagosom und dem
Endosom. Es kommt zur Inhibierung des autophagischen Flux auf der einen Seite, was an der vermehrten
Anhdufung der autophagosomalen Marker LC3-II und p62 messbar ist. Auf der anderen Seite wird die
Rezeptorendozytose des IL-1R1 negativ beeinflusst, was in einer erhohten IL-1R1-Expression resultiert.
Dies fiihrt bei Stimulation mit IL-1f zu einer verstirkten Sekretion von CXCLS, die sowohl von ROS als
auch von der MAPK p38 abhingig ist, jedoch ohne den Einfluss des NLRP3 Inflammasoms verlduft. Die
zusitzliche Stimulation mit IFN-y senkt hingegen die CXCLS8-Ausschiittung. Die Abbildung ist ein
modifizierter Nachdruck nach [207] mit freundlicher Erlaubnis von Elsevier.

In wie weit lysosomotrope Stoffe dhnliche Effekte in anderen Zelltypen zeigen und ob die Mechanismen
dahinter entsprechend verlaufen ist jedoch noch nicht ausreichend geklidrt. Da sich diese Arbeit
insbesondere auf Ergebnisse in Langerhans Zellen und Dendritischen Zellen stiitzt, soll im Folgenden
nochmals genauer auf die bisherigen Ergebnisse eingegangen werden. Des Weiteren wurden
verschiedene Typen von HEK293 Zellen ebenfalls auf ihr inflammatorisches Ansprechen auf Chloroquin

in Anwesenheit von IL-1p untersucht.
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4.4.1 Studien in Langerhans Zellen und dermalen Dendritischen Zellen

In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits weitreichende Studien mit lysosomotropen Arzneistoffen in
Langerhans Zellen und dermalen Dendritischen Zellen durchgefiihrt. Langerhans Zellen und
Dendritische Zellen zeichnen sich vor allem als professionelle, antigenprisentierende Zellen aus und
spielen so eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen des adaptiven Immunsystems
[302]. Die Zugehorigkeit der Langerhans Zellen zu den Dendritischen Zellen oder den Makrophagen
wird seit vielen Jahren kontrovers diskutiert. Langerhans Zellen sind mit ihren dendritischen Ausldufern
in der Epidermis ansissig, wo sie die erste Barriere fiir Pathogene, die iiber die Haut eindringen,
ausmachen. Sie exprimieren eine hohe Anzahl an MHC-II Molekiilen, woriiber sie Antigene bzw.
Antigenfragmente prisentieren konnen. Hierfiir sind sie in der Lage, ins periphere lymphatische Gewebe
einzuwandern und mit T-Zellen zu interagieren. Betrachtet man ausschlielich den Phinotyp und die
Funktionen der Langerhans Zellen, so wiirde man diese eindeutig den Dendritischen Zellen zuordnen
[303].

Auf dem heutigen Stand der Wissenschaft ist man allerdings dazu iibergegangen, Zelltypen auf Grund
ihrer Ontogenese einzuteilen. Man geht davon aus, dass Langerhans Zellen von embryonischen
Vorlduferzellen abstammen, die der primitiven und definitiven Himatopoese entspringen (Abb. 1-1) und
unter steady-state Bedingungen in der Lage sind, sich selbst zu regenerieren. Im postembryonalen
Stadium konnen weitere Langerhans Zellen im Falle einer Entziindung aus aus dem Knochenmark-
stammenden, im Blut zirkulierenden Monozyten generiert werden. lhre Entwicklung ist von den
duBerlichen Gegebenheiten abhingig. Auf Grund dieser Gemeinsamkeit mit Makrophagen und des
gemeinsamen Ursprungs werden sie vielfach zu den gewebsansédssigen Makrophagen der Epidermis
gezihlt [304].

Interessanter Weise zeigten auch in vitro aus Monozyten generierte Dendritische Zellen (MoDCs) und
Langerhans Zellen (MoLCs) Unterschiede im Ansprechen auf lysosomotrope Stoffe unter sterilen
entziindlichen Bedingungen. So konnte Chloroquin als auch Hydroxychloroquin die pro-
inflammatorische Antwort auf IL-1p in Bezug auf die IL-23 Sekretion in MoLCs deutlich steigern,
wihrend fiir die MoDCs kein messbarer Unterschied der IL-23 Ausschiittung im Gegensatz zur alleinigen
IL-1p-Stimulation zu sehen war [156]. Ahnliches kénnte auch fiir Propranolol und andere lysosomotrope
Beta-Andrenozeptor-Blocker unter sterilen entziindlichen Bedingungen beobachtet werden. In Bezug auf
die CXCLS8-Sekretion konnte allerdings fiir beide Zelltypen gezeigt werden, dass Propranolol zu einer
verstirkten Chemokin-Sekretion bei Ko-Stimulation mit IL-1f fithren konnte. Dies deckt sich mit meinen
Ergebnissen in THP-1 Makrophagen und primidren Makrophagen, obwohl keine IL-23 Sekretion
detektiert werden konnte (nicht gezeigte Daten) [157]. Auch fiir die Abhéngigkeit von der MAPK p38,
die inhibitorischen Effekte auf den autophagischen Flux sowie den Einfluss von ROS konnten Parallelen

in Langerhans Zellen und Makrophagen gezogen werden, was darauf schlieen lasst, dass zumindest
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mechanistisch viele Gemeinsamkeiten zwischen den unterschiedlichen Zelltypen herrschen, wenn auch
Unterschiede beziiglich der IL-23 Sekretion bestehen. An dieser Stelle wiren in vivo Studien im
Mausmodell interessant, um insbesondere den Aspekt des Zusammenspiels der verschiedenen Zelltypen

des angeborenen Immunsystems zu untersuchen und die in vitro Ergebnisse zu untermauern.

4.4.2 Studien in Epithelzellen

Neben den beschriebenen Effekten und Mechanismen, die bisher in Immunzellen festgestellt werden
konnten, ist noch nicht eindeutig geklirt, on der pro-inflammatorische Effekt lysosomotroper Stoffe
unabhiéngig von der Zellart auftritt. Chloroquin und andere Endozytoseinhibitoren zeigten bereits in mit
dem IL-1 Rezeptor transfizierten HEK293 Zellen eine Erhhung der CXCLS8 Expression [148]. HEK293
Zellen sind besonders interessant, da diese sich im Gegensatz zu Immunzellen leichter transfizieren
lassen und so mechanistische Studien vereinfacht werden. Somit wurde auch im letzten Teil meiner
Arbeit mit diesem Zelltyp gearbeitet. In nicht-transfizierten HEK293 Zellen konnte Chloroquin nur eine
leichte Erh6hung der CXCLS8-Sekretion unter sterilen entziindlichen Bedingungen bewirken (Abb. 3-29).
In weiteren Experimenten wurden mit dem IL-1 Rezeptor transfizierte HEK blue Zellen verwendet, die
zusitzlich noch mit einem SEAP-Reportergen transfiziert waren und so die Rezeptoraktivierung auch
kolorimetrische nachgewiesen werden konnte. Die Arbeit mit HEK blue IL-1 Zellen war jedoch weniger
trivial als angenommen. Moglicherweise storte Chloroquin durch die Induktion von ER-Stress den
SEAP-Reporter-Test (Abb. 3-31 A) [247-249] und auch die CXCLS8-Proteinsekretion der HEK blue IL-
1B Zellen war im Allgemeinen so schwach (Abb. 3-31 B), dass zunéchst keine wesentlichen Aussagen
iiber die Einfliisse von Chloroquin auf die Antwort auf IL-1B gemacht werden konnten. Interessanter
weise steigerte Chloroquin nach 3-stiindiger Inkubationszeit die Genexpression von CXCLS fast um das
2000-fache (Abb. 3-32 A) und auch fiir ein weiteres, durch IL-1f induzierbares Gen, CXCL2, konnte
eine dhnlich starke Expressionssteigerung festgestellt werden (Abb. 3-32 B). So kann schlieBlich davon
ausgegangen werden kann, dass Chloroquin auch eine Verstirkung der pro-inflammatorischen
Immunantwort auf IL-1B in Epithelzellen nach sich zieht und somit von einem von der Zellart
unabhidngigen Mechanismus ausgegangen werden kann. Eine umfassende Untersuchung der durch
Chloroquin unter sterilen entziindlichen Bedingungen induzierten Gene mittels mRNA-
Gensequenzierung ist in Planung. Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse konnten wiederum auf
Immunzellen iibertragen werden, um weitere Informationen iiber die mechanistischen Hintergriinde des
pro-inflammatorischen Effekts lysosomotroper Stoffe unter sterilen entziindlichen Bedingungen zu
erhalten. Auch weitere lysosomotrope Stoffe sowie Endozytose-Inhibitoren konnten in den HEK Zellen

getestet werden.
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4.5 Lysosomotrope Stoffe und Covid-19

Im Dezember 2019 wurde erstmals Covid-19 bei Patient*innen in Wuhan, China festgestellt. Die durch
das SARS-CoV-2 ausgelost Viruserkrankung kann zu einer Pneumonie mit tddlichem Ausgang fithren.
Als sich schnell ausbreitende und leicht zu {ibertragende Erkrankung stellt Covid-19 besonders fiir dltere
Menschen und Patient*innen mit Vorerkrankungen eine Gefahr dar. SchlieBlich wurde im Mérz 2020
Covid-19 durch die Weltgesundheits-Organisation (WHO) zur Pandemie erklédrt [305, 306]. Derzeit
belduft sich die Zahl der weltweit auf Covid-19 positiv getesteten Personen laut WHO auf knapp 55
Millionen mit iiber einer 1,3 Millionen Todesfillen (Stand: 18.11.2020), sodass mit Hochdruck nach
einer vielversprechenden Arzneimitteltherapie geforscht wird und auf Grund der Dringlichkeit auf bereits
erforschte und/ oder bei anderen Indikationen zugelassene Arzneistoffe zuriickgegriffen wird [307].
Der Einsatz von Chloroquin und Hydroxychloroquin bei viralen Erkrankungen wurde immer wieder
untersucht, so gibt es beispielsweise Studien zur Behandlung der Influenza [308], des Humanen
Immundefizienz-Virus [309], des Zika-Virus [310] und des Ebola-Virus [311], wobei die Ergebnisse
nicht zwangsldufig den erwiinschten Effekt zeigten. Als anti-viraler Mechanismus wird vor allem die
Aufnahme-Hemmung der Viren iiber die durch Chloroquin und Hydroxychloroquin ausgeldsten
endosomalen pH-Wert-Verdnderungen diskutiert [91].

SARS-CoV-2 bindet mit seinen Spikeproteinen an den ACE-2 Rezeptor der Wirtszellen und kann so
iiber Endozytose aufgenommen werden. Schlielich kann das Virus durch die pH-abhingige Protease
Cathepsin L das Spike Protein spalten und die virale Fusion mit der endosomalen bzw. lysosomalen
Membran initiieren, sodass sowohl virale Proteine transkribiert als auch die virale RNA repliziert werden
kann [312]. Nach der viralen Replikation durch die Wirtszelle konnen die neuen Viren iiber Exozytose
ausgeschleust werden und so in einem zweiten Schritt das Immunsystem aktivieren. Dies kann in einigen
Fillen auch zu einem so genannten Zytokin-Sturm fiihren, der fiir die Patient*innen lebensbedrohlich
sein kann [313].

Schon im Januar 2020 wurde eine erste Studie verdffentlicht, in der sich Chloroquin in Vero E 6 Zellen
wirksam gegen SARS-CoV-2 zeigte [314]. Die Studie erhielt weltweite Aufmerksamkeit und fiihrte
dazu, dass zahlreiche klinische Studien durchgefiihrt wurden. Parallel dazu sorgte die FDA im Mirz
durch eine Notzulassung von Chloroquin und Hydroxychloroquin fiir dem Einsatz beider Arzneistoffe
zur Prophylaxe und zur Behandlung von Covid-19 in den Vereinigten Staaten fiir einen weitreichenderen
Einsatz beider Arzneistoffe. Diese Entscheidung wurde jedoch wenige Monate spéter zuriickgenommen,
da beide Arzneistoffe nicht den gewiinschten Effekt zeigten und schwerwiegenden Nebenwirkungen
auftraten, die insbesondere das Herz betrafen und zu Arrhythmien und Herzversagen fiihrten [315]. Dies
war im besonders hohen Maf} durch die Kombination von Chloroquin/ Hydroxychloroquin mit dem
Makrolidantibiotikum Azithromycin zu beobachten, dass genau wie die beiden Quinine dafiir bekannt

ist, die QT-Zeit zu verldngern und so Herzrhythmusstérungen zu begiinstigen [316].
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Auch eine kiirzlich verdffentliche Studie zeigt, dass der anti-virale Effekt von Chloroquin/
Hydroxychloroquin von der Zellart abhiingt und keine Wirksamkeit in humanen Calu-3 Lungenzellen
nachgewiesen werden konnte [317]. Zusétzlich wird vermutet, dass das SARS-CoV-2 auch iiber einen
von der Endozytose unabhingigen Weg aufgenommen werden kann, wobei pH-Wert Veridnderungen
eine untergeordnete Rolle spielen [312]. Auch dies konnte ein Grund dafiir sein, warum fiir Chloroquin/
Hydroxychloroquin keine ausreichende Wirksamkeit gegen Covid-19 festgestellt werden konnte.

Auf der anderen Seite wurde mehrfach festgestellt, dass Patient*innen in psychiatrischen Einrichtungen
im Vergleich zu dem dort arbeitendem Personal mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit an Covid-19
erkranken [318]. Hierbei ist anzumerken, dass viele dort eingesetzte Antipsychotika und Antidepressiva,
genauso wie Chloroquin und Hydroxychloroquin, lysosmotrope Eigenschaften aufweisen. So ist bereits
tiber Chlorpromazin bekannt, dass es in vitro anti-viral gegen das Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus (MERS-CoV) Wirksamkeit zeigte [319]. So sind bisweilen zwei Studien mit
Chlorpromazin bei Covid-19 bereits in Planung [320, 321]. Fiir das Antidepressivum Fluoxetin zeigt eine
aktuelle in vitro Studien ebenfalls eine Senkung der Viruslast sowohl in Vero E-6 Zellen als auch in
Calu-3 Zellen [322], in denen fiir Chloroquin keine anti-virale Wirkung gegen SARS-CoV-2 festgestellt
werden konnte [317]. Auch fiir Fluoxetin sind bisher zwei klinische Studien geplant, um die Wirksamkeit
gegen Covid-19 zu iberpriifen [323, 324]. Fiir Chloroquin und Hydroxychloroquin sind trotz der
bisherigen eher negativen Datenlage bei der Bekdmpfung der Covid-19 Pandemie weitere Studien in
Planung, so finden sich unter den Sucheintrigen zu Covid-19 und Chloroquin/ Hydroxychloroquin auf

der Website http://www.clinicaltrials.gov/ 21 geplante Studien (Stand: 18.11.2020) [325]. Interessanter

Weise finden sich wenig Angaben zum pro-inflammatorischen Effekt bei der Gabe lysosomotroper
Arzneistoffe gegen Covid-19 in der Literatur, lediglich von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, die
die Haut betreffen, ist bei einigen Studien mit Chloroquin und Hydroxychloroquin die Rede [326]. Da
jedoch auch IL-1 eine Rolle bei Covid-19 Erkrankungen spielt, konnten lysosomotrope Arzneistoffe die
Immunantwort auf IL-1 verstirken und so auch zu einer Bekdmpfung des Virus beitragen [327, 328].
Auf der anderen Seite ist wie bereits beschrieben, der Zytokinsturm eine gefiirchtete Komplikation bei
Covid-19 Patienten, die negative Folgen fiir den Krankheitsverlauf und die Mortalitit haben kdnnen.
Gefiirchtete Nebenwirkungen wie kardiale Ereignisse und Herzrhythmusstorungen sind auch durch die
ebenfalls QT-Zeit verlingernden Arzneistoffe Chlorpromazin und Fluoxetin nicht auszuschlieen [316],
wobei diese anders als Chloroquin eine viel geringere Halbwertszeit besitzen [329-331]. Da Covid-19
insbesondere eine Gefahr fiir die dltere Bevolkerung darstellt, bleibt die Frage offen, ob nicht dies genau
auch die Zielgruppe fiir kardiale Nebenwirkungen ist. Um diese unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
zu umgehen, wire der Einsatz niedrigerer Dosen bei lokaler Applikation mittels Inhalation eine Option
fiir diese Arzneistoffe, da die Viren in der Regel primér die Atemwege befallen. In einer Studie mit
inhalativem Hydroxychloroquin konnte bereits gezeigt werden, dass unter den Proband*innen, die den

Arzneistoff erhielten, keine das Herz betreffende Nebenwirkungen, auftraten [332].
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Diskussion

Welchen Einfluss die Autophagozytose der Viren hat, die auch als Virophagie bezeichnet wird, ist
ebenfalls noch nicht eindeutig geklért. Es wird vermutet, dass zwar auf der einen Seite die Virophagie
wichtig zur Abwehr und zur Bekidmpfung der Viren ist, auf der anderen Seite das Recycling von
Proteinen und Nukleinsduren durch die Autophagozytose auch iiberlebenswichtig fiir die
Virenreplikation und somit die Virusvermehrung durch den Wirt sein kann [333].

Abschlielend ldsst sich sagen, dass auch wenn die Anwendung lysosomotroper Stoffe bei der Covid-19
Pandemie noch keine bahnbrechenden positiven Ergebnisse brachte, die Erforschung dieser Arzneistoffe
weiter vorangetrieben sollte. Insbesondere iiber die pro-inflammatorischen Eigenschaften dieser Stoffe
ist immer noch wenig bekannt. Das plotzliche Auftreten von weiteren Erkrankungen, die die gesamte
Weltbevolkerung bedrohen, wird uns sicherlich immer wieder begleiten, sodass ein schnelles Handeln

und das Zuriickgreifen auf alte bekannte Arzneistoffe immer wieder in den Fokus riicken werden.
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5.1 Zusammenfassung

Makrophagen sind als die wichtigsten Vertreter der Phagozyten im hohen MaBle an der zelluldren
angeborenen Immunantwort beteiligt. Neben ihrem Finsatz gegen eindringende Pathogene, konnen sie
auch an sterilen entziindlichen Reaktionen beteiligt sein und so an der Pathogenese chronisch
entziindlicher Erkrankungen wie Psoriasis, rheumatoider Arthritis oder Morbus Crohn mitwirken. Bei
Entziindungsreaktionen ist generell eine komplexe Interaktion zahlreicher zelluldrer Signalwege und
Prozesse zu beobachten. Lysosomotrope Arzneistoffe wie Chloroquin, Chlorpromazin und Fluoxetin
konnen auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften in Lysosomen akkumulieren und so zu Stérungen von
Autophagozytose und Endozytose fithren. Wihrend die Autophagozytose als Selbstverdauungsprozess
intrazelluldre Bestandteile verarbeitet, werden bei der Endozytose extrazellulire und/ oder
membranassoziierte Komponenten aufgenommen. Sowohl die Autophagozytose als auch die Endozytose
konnen mit der Verschmelzung des Lysosoms enden, wobei die jeweilige Ladung degradiert oder
recycelt werden kann. Da die Immunantwort selbst liber diese Prozesse reguliert werden kann, kénnen
Storungen zu schwerwiegenden inflammatorischen Reaktionen und chronischen Entziindungen fiihren.
Interleukin-(IL-)1p ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, das ohne den Einfluss exogener Pathogene zu
sterilen Entziindungen fithren kann. Dabei bindet es an den IL-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1R1), der dadurch
mit dem IL-1 Rezeptor akzessorisches Protein (IL-1RAcP) dimerisiert und eine Signalkaskade auslost.
Am Ende kommt es zu einer erhohten Expression von Proteinen, die zu einer verstidrkten pro-
inflammatorischen Immunantwort beitragen konnen. Das Chemokin CXCLS8/IL-8 ist eines dieser durch
IL-1p induzierter Proteine.

In der vorliegenden Arbeit dienten humane Makrophagen als in vitro Modell zur Untersuchung
immunpharmakologischer Vorginge, die mit lysosomotropen Stoffen assoziiert sind, um
indikationsunabhiingig sowohl erwiinschte als auch unerwiinschte Wirkungen dieser Arzneistoffe besser
zu verstehen. Gemil der Zielsetzung wurden hierfiir die optimalen Kulturbedingungen fiir aus THP-1
Monozyten differenzierte Makrophagen als auch fiir aus peripheren mononukleédren Blutzellen (PBMCs)
generierte primire Makrophagen etabliert. Sowohl die THP-1 Makrophagen als auch die mit M-CSF
generierten primidren Makrophagen zeigten dabei reproduzierbare Ergebnisse hinsichtlich
zellspezifischer Oberflachenmarker und der Immunantwort auf Lipopolysaccharid (LPS), wihrend sich
die Generierung der mit GM-CSF polarisierten primidren Makrophagen als schwieriger erwies. Im
Verlauf der Arbeit wurde ein Grofteil der Experimente an THP-1 Makrophagen durchgefiihrt und soweit
moglich, mit den Ergebnissen in primédren Makrophagen verglichen.

Fir den zweite Teil der Arbeit wurden THP-1 Makrophagen und primidre Makrophagen mit
lysosomotropen Arzneistoffen behandelt und die immunmodulatorischen FEigenschaften genauer

untersucht.
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Sowohl das Antimalariamittel Chloroquin, als auch das ebenfalls lysosomotrope Antidepressivum
Fluoxetin sowie das Antipsychotikum Chlorpromazin konnten die CXCLS8-Sekretion in THP-1
Makrophagen unter sterilen entziindlichen Bedingungen deutlich erhéhen. Die pro-inflammatorischen
Effekte konnten auch weitestgehend in primidren Makrophagen bestétigt werden.

Fir Chloroquin und Fluoxetin konnte in THP-1 Makrophagen ein Zusammenhang mit dessen
Autophagie-inhibierenden Eigenschaften nachgewiesen werden. Dies wurde bekriftigt durch zusétzliche
Stimulation mit dem Autophagozytose-induzierenden Interferon-y (IFN-y), dass die CXCLS8 Expression
und Sekretion in THP-1 Makrophagen in Anwesenheit von Chloroquin und IL-1f runterregulierte. Auch
die Abhingigkeit des pro-inflammatorischen Effekts von der mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)
p38 als auch von der Bildung reaktiver oxidativer Spezies (ROS) konnte gezeigt werden.
Interessanterweise konnte das lysosomotrope Chlorpromazin die LC3-I zu LC3-II Konversation als auch
die Akkumulation von p62 nicht erhdhen, wobei beide als typische Autophagiemarker gelten.
Chlorpromazin ist auch als Hemmstoff der Endozytose bekannt, korrespondierend dazu erhohte der
Endozytoseinhibitor Dynasore ebenfalls die CXCLS8-Sekretion bei Ko-Stimulation mit IL-1f in THP-1
Makrophagen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass alle eingesetzten lysosomotropen Arzneistoffe die
extrazelluldre Expression des IL-1R1 verstidrkten. Somit wird ein Zusammenhang zwischen der erhohten
Immunantwort auf IL-1p und der Inhibierung der Rezeptorendozytose von IL-1R1 vermutet.
Zukiinftige Studien sollten aufkldren, in welchem MaB der intrazelluldre Transport des Rezeptors
beeinflusst wird. AuBlerdem sollte mit weiteren Experimenten bestitigt werden, dass Chloroquin,
Fluoxetin und Chlorpromazin die Autophagozytose unterschiedlich beeinflussen.

Im letzten Teil der Arbeit erhdhte Chloroquin auch in mit dem IL-1 Rezeptor transfizierten HEK Zellen
die Genexpression von CXCLS bei Behandlung mit IL-1B im Verglich zu alleinigen IL-1p Stimulation
stark. Dies bekriftigt einen von der Zellart-unabhingigen Mechanismus und eine zeigt eine gute
Moglichkeit auf, weitere beteiligte Gene genauer zu untersuchen. Da sich HEK Zellen insbesondere fiir
Gen-Knockdown-Studien eignen, sollten sie angesetzt werden, um weitere Aufschliisse iiber die
zugrunde liegenden Mechanismen des pro-inflammatorischen Effekts lysosomotroper Stoffe zu erhalten.
Auch die Durchfithrung entsprechender in vivo Experimente kann die in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnisse bekriftigen, wobei der Unterschied des humanen und murinen Immunsystems nicht aufler
Acht gelassen werden darf.

Meine Untersuchungen liefern neue Einblicke in potenzielle immunregulatorische Mechanismen in
Makrophagen die erkldren kdnnten, wie lysosomotrope Arzneistoffe entziindliche Prozesse regulieren.
SchlieBilich zeigt der aktuelle Einsatz vieler lysosomotroper Stoffe bei der durch das schwere akute
respiratorische Syndrom-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) ausgelosten der Covid-19 (Coronavirus

disease) Pandemie das ungebrochene Interesse an diesen Arzneistoffen.
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5.2 Summary

Macrophages play a significant role in innate immunity as they are one of the most important kinds of
phagocytes. Besides their mission to fight against invading pathogens, they contribute to sterile
inflammation. As a consequence, macrophages take part in chronical inflammatory diseases like
psoriasis, rheumatoid arthritis, and Crohn’s disease. In general, inflammation is characterised by a
complex interplay between various signalling pathways and processes. Lysosomotropic drugs like
chloroquine, chlorpromazine and fluoxetine can accumulate in lysosomes due to their chemical
properties resulting in autophagosomal and endosomal perturbation. While intracellular cargo is
processed by autophagy, extracellular and/ or membrane-associated content is ingested by endocytosis.
Autophagy as well as endocytosis can end in fusion with the lysosome, at which point cargo is degraded
or recycled. Since inflammatory responses may be regulated by both processes, disruptions can lead to
serious inflammatory reactions and chronical inflammation.

Interleukin-(IL-)1p is a pro-inflammatory cytokine leading to sterile inflammation without any impact
from exogenous pathogens. Therefore, it binds to IL-1 receptor type 1 (IL-1R1) resulting in dimerization
with IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP) and provoking a signalling-cascade. This ends in an
increased expression of pro-inflammatory proteins. The chemokine CXCLS8/ IL-8 is one of these pro-
inflammatory proteins.

In this work, human macrophages were used as an in vitro model to investigate immune-pharmacological
mechanisms associated with lysosomotropic drugs. This results in a better understanding of desired and
undesired adverse drug effects. Due to the scientific aim, the optimal cell culture conditions of THP-1
derived macrophages, as well as primary MCSF-generated macrophages from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs), were determined. THP-1 macrophages as well as primary M-CSF generated
macrophages showed reproducible results in the expression of cell surface markers and their
inflammatory response to lipopolysaccharide (LPS). However, the generation of GM-CSF polarized
macrophages was not as simple. In the course of work, most experiments were done in THP-1
macrophages and if possible, compared to the results in primary macrophages.

The second part of this work deals with the modulation of inflammatory processes in macrophages by
lysosomotropic drugs to determine the immunomodulatory properties of this drugs.

The antimalarial chloroquine as well as then likewise lysosomotropic antidepression fluoxetine and the
antipsychotic chlorpromazine could elevate the CXCLS secretion under sterile inflammatory conditions
in THP-1 macrophages. The pro-inflammatory effects could be largely proven in primary macrophages.
In this context, chloroquine as well as fluoxetine were able to inhibit autophagy. This was confirmed by
the observation that the autophagy-inducer interferon-y (IFN-y) impaired CXCLS expression and

secretion in the presence of chloroquine and IL-1B in THP-1 macrophages. Moreover, the pro-
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inflammatory effect was also dependent of mitogen activated protein kinase (MAPK) p38 and the
production of reactive oxygen species (ROS).

However, the lysosomotropic chlorpromazine failed to increase LC3-I to LC3-II conversion as well as
p62 accumulation as typical markers for autophagy inhibition. Chlorpromazine is known as inhibitor of
endocytosis corresponding with the fact, that the endocytosis inhibitor dynasore was also able to increase
CXCLS secretion under sterile inflammatory conditions in THP-1 macrophages. Further investigations
showed that all used lysosomotropic agents could elevate the extracellular expression of IL-1RI.
Consequently, it is suggested that there is a connection between the increased pro-inflammatory response
to IL-1P and the inhibition of IL-1R1-endocytosis.

Future studies should investigate the dimension of intracellular receptor trafficking. Moreover, further
experiments should confirm that chloroquine, fluoxetine and chlorpromazine affect autophagy in a
different way.

The last part of this work deals with the effect of chloroquine in HEK cells transfected with the IL-1
receptor under sterile inflammatory conditions. Chloroquine together with IL-1f highly increased gene
expression of CXCLS8 in comparison to treatment of transfected HEK cells with IL-1p alone. This
supports the conclusion that the general mechanism is independent of cell type, while other participating
genes should be studied in details. HEK cells are especially suitable for gene-know down experiments,
thus they should be used for further experiments to gain more insight into the mechanism of how
lysosomotropic drugs modulate inflammatory responses. Moreover, corresponding in vivo experiments
could confirm the findings in vitro. However, differences between the human and the murine immune
system should not be disregarded.

My findings provide new insight into potentially crucial immunoregulatory mechanisms in macrophages
that may explain how lysosomotropic drugs regulate inflammatory responses.

Finally, the use of lysosomotropic drugs to fight coronavirus disease (Covid-19) provoked by the acute

respiratory syndrome-coronavirus-2 (SARS-CoV-2) shows the unbroken interest in these drugs.
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7.4 Stipendien und Férderungen
Reisestipendium der Frauenférderung des Fachbereichs Biologie, Chemie und Pharmazie der FU Berlin

fiir die Teilnahme an der TOLL 2018 Konferenz in Porto, Portugal, 06. — 09.06.2018
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